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1 Einleitung 
1.1 Desoxyribonucleinsäure (DNA) 
Zur Sicherung ihrer Existenz muss eine Lebensform ihre genetische Information stabil 
speichern und möglichst fehlerfrei exprimieren können. Diese genetische Information, die 
an die jeweils nächste Generation weitergegeben wird, ist in Genen, die aus 
Desoxyribonucleinsäure (DNA) bestehen, festgelegt. Das erste dreidimensionale Modell 
der DNA wurde 1953 von Watson und Crick postuliert und später durch 
Röntgenkristallstrukturanalyse bestätigt (Dickerson et al., 1982; Drew et al., 1982). DNA 
besteht aus zwei komplementären, helicalen Polynucleotidketten, die um dieselbe Achse 
gewunden sind und eine rechtsgängige Doppelhelix bilden. Dabei zeigt das Zucker-
Phosphat-Rückgrat, in dem die 3'- und 5'-Hydroxygruppen der 2'-Desoxyribose-Reste über 
Phosphorsäurediesterbindungen verknüpft sind, nach außen. An jeden 2'-Desoxyribose-
Rest ist eine der vier Nucleobasen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) oder Thymin (T) 
β-glycosidisch an das 1'-Kohlenstoffatom gebunden. Die Basen beider Stränge sind im 
Inneren der Doppelhelix übereinander gestapelt und liegen senkrecht zur Helixachse. 
Jeweils zwei der Nucleobasen sind komplementär zueinander und gehen Watson-Crick-
Basenpaarungen ein, wobei A mit T und C mit G gepaart ist (Abb. 1.1). Durch die 
spezifische Wendelform der beiden gepaarten Stränge bilden sich auf der Oberfläche der 
Doppelhelix eine große und eine kleine Furche. 
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Abb. 1.1: Watson-Crick-Basenpaare. 
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Die Nucleotidsequenz der DNA bestimmt die Nucleotidsequenz der Messenger-
Ribonucleinsäure (mRNA) und somit die Aminosäuresequenz des jeweiligen Proteins. 
Neben dieser Information in Form der Nucleotidsequenz existiert eine zusätzliche 
Informationsebene, die durch Methylierung von Cytosin- oder Adenin-Basen entsteht. 
Diese sogenannte epigenetische Information wird durch DNA-Methyltransferasen (DNA-
MTasen) auf die DNA übertragen. 
1.2 DNA-Methyltransferasen (DNA-MTasen) 
1.2.1 Klassen von DNA-MTasen 
DNA-MTasen sind Enzyme, die die Übertragung der aktivierten Methylgruppe vom 
Cofaktor S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet, 1) auf eine bestimmte Zielbase innerhalb 
ihrer Erkennungssequenz katalysieren (Übersicht: Jeltsch, 2002). Die Erkennungs-
sequenzen der verschiedenen DNA-MTasen sind zwischen zwei und acht Basenpaare (bp) 
lang, und die DNA-MTasen werden je nach Zielbase in zwei Klassen unterteilt. Bei der 
Klasse der C-DNA-MTasen wird die Methylgruppe auf das C5-Ringkohlenstoffatom von 
Cytosin (DNA-Cytosin-C5-MTasen) übertragen. Bei der Klasse der N-DNA-MTasen wird 
das exocyclische N6-Atom von Adenin (DNA-Adenin-N6-MTasen) bzw. das exocyclische 
N4-Atom von Cytosin (DNA-Cytosin-N4-MTasen) methyliert. Bei allen natürlichen DNA-
Methylierungen sitzt die Methylgruppe in der großen Furche der DNA, wo sie die Watson-
Crick-Basenpaarung nicht stört und von DNA-interagierenden Proteinen einfach erkannt 
werden kann. Nach Übertragung der Methylgruppe wird der demethylierte Cofaktor 
S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy, 2), der bei manchen DNA-MTasen als Inhibitor 
wirkt, freigesetzt (Schema 1.1). 
DNA-MTasen benutzen einen Basenausklapp-Mechanismus (base flipping, Übersicht: 
Cheng & Roberts, 2001), um die Zielbase nahe an die Methylgruppe des gebundenen 
Cofaktors heranzubringen. Dabei wird nach Bindung der DNA-MTase an ihre 
Erkennungssequenz die Watson-Crick-Basenpaarung gebrochen und die Zielbase aus der 
DNA-Doppelhelix in das katalytische Zentrum des Enzyms geklappt. Im katalytischen 
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Zentrum wird die Zielbase für einen nucleophilen Angriff auf die Methylgruppe von 
AdoMet (1) aktiviert. Nach erfolgtem Methylgruppentransfer wird die methylierte Zielbase 
in die DNA-Doppelhelix zurückgeklappt. Der katalytische Zyklus ist dann nach 
Dissoziation des ternären Komplexes beendet. Der Basenausklappmechanismus wurde 
durch Cokristallisation der DNA-MTasen M.HhaI (Klimasauskas et al., 1994), M.HaeIII 
(Reinisch et al., 1995), M.TaqI (Goedecke et al., 2001), T4 Dam (Yang et al., 2003) und 
E. coli Dam (Horton et al., 2006) mit kurzen Duplex-Oligodesoxynucleotiden (ODN) 
nachgewiesen. 
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Schema 1.1: DNA-MTase-katalysierte Methylgruppenübertragung auf Cytosin- bzw. Adenin-Reste 
innerhalb einer spezifischen Erkennungssequenz (fett) unter Bildung von C5-Methylcytosin, N4-
Methylcytosin bzw. N6-Methyladenin. 
3 
EINLEITUNG 
Die DNA-Cytosin-C5-MTasen besitzen untereinander eine ausgeprägte Aminosäure-
sequenzhomologie. Zehn konservierte Aminosäuresequenz-Motive, die von I bis X durch-
nummeriert werden, konnten identifiziert werden.  Die zehn konservierten Motive sind bei 
allen DNA-MTasen in Bezug auf die Primärstruktur gleich angeordnet und von einer 
variablen Region, die zwischen den Motiven VIII und IX lokalisiert ist und die DNA-
Erkennungsdomäne enthält, unterbrochen (Pósfai et al., 1989; Cheng et al., 1993; Kumar 
et al., 1994).  
Sequenzvergleiche zwischen N-DNA-MTasen und C-DNA-MTasen zeigen, dass beide 
Klassen sich strukturell ähneln und dass neun Motive (I-VIII und X) der C-DNA-MTasen 
auch in den N-DNA-MTasen gefunden werden (Malone et al., 1995). Die Motive I-III und 
X sind an der Cofaktorbindung beiteiligt, während die Motive IV-VIII Bestandteile des 
katalytischen Zentrums sind. Die N-DNA-MTasen werden nach der Anordnung der neun 
konservierten Motive in Bezug auf die Primärstruktur weiter unterteilt. Bei den DNA-
MTasen der α-Gruppe ist die AdoMet-Bindungsregion vor der DNA-Erkennungsregion 
und der katalytischen Region lokalisiert, während bei den DNA-MTasen der β-Gruppe die 
katalytische Region vor der DNA-Erkennungs- und AdoMet-Bindungsregion angeordnet 
ist. DNA-MTasen der γ-Gruppe zeichnen sich durch die Reihenfolge AdoMet-
Bindungsregion, katalytische und DNA-Erkennungsregion aus. 
Der katalytische Mechanismus der DNA-Cytosin-C5-MTasen ist gut untersucht (Wu & 
Santi, 1987; Chen et al., 1991) (Schema 1.2). Zur Aktivierung der C5-Position greift die 
Thiolgruppe eines katalytischen Cysteinrests zunächst nucleophil das C6-
Ringkohlenstoffatom des Zielcytosins unter Bildung eines kovalenten Intermediates an. 
Der nucleophile Angriff auf das C6-Atom wird durch Protonierung des N3-
Ringstickstoffatoms durch einen Glutaminsäurerest erleichtert. Die aktivierte C5-Position 
kann dann die Methylgruppe des Cofaktors AdoMet nucleophil angreifen. Eine 
Deprotonierung an der C5-Position führt in der Folge zur Eliminierung der Thiolgruppe 
des katalytischen Cysteins unter Wiederherstellung der Aromatizität. 
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Schema 1.2: Katalytischer Mechanismus der DNA-Cytosin-C5-MTasen basierend auf der M.HhaI-
Kristallstruktur (Klimasauskas et al., 1994). 
Durch den Austausch der Zielbase gegen die modifizierten Cytosinderivate 5-Fluorcytosin 
(3, FdC; Ostermann et al., 1988; Chen et al., 1991), 5-Azacytosin (4, AzaC; Gabbara & 
Bhagwat, 1995; Sheikhnejad et al., 1999) und Zebularin (5, Zeb; Zhou et al., 2002) in 
DNA können C5-Cytosin-DNA-MTasen inhibiert werden (Abb. 1.2). Nach Bindung des 
Enzyms an diese modifizierten Zielbasen und Methylgruppenübertragung ist die 
Eliminierung nicht mehr möglich und das kovalente Intermediat bleibt bestehen. 
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Abb. 1.2: DNA-Cytosin-C5-MTasen-Inhibitoren 5-Fluorcytosin (3, FdC), 5-Azacytosin (4, AzaC) 
und Zebularin (5, Zeb). 
Der katalytische Mechanismus der N-DNA-MTasen wird anhand der adenin-spezifischen 
M.TaqI-DNA-Cokristallstruktur (Goedecke et al., 2001) postuliert (Schema 1.3). Zur 
Aktivierung der reaktionsträgen, exocyclischen N6-Aminogruppe von Adenin wird diese 
durch Wasserstoffbrücken zur Seitenkette von Asn 105 und zum peptidischen Carbonyl-
Sauerstoffatom von Pro 106 negativ polarisiert. Dadurch wird die Nucleophilie der 
Aminogruppe erhöht und die Methylgruppe des Cofaktors AdoMet (1) kann nucleophil 
angegriffen werden. Nach Methylierung erfolgt die Deprotonierung der 
Methylammonium-Struktur spontan und sowohl die methylierte DNA als auch der 
demethylierte Cofaktor AdoHcy (2) werden freigesetzt. 
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Schema 1.3: Postulierter katalytischer Mechanismus der N6-DNA-MTasen basierend auf der 
M.TaqI-DNA-Cokristallstruktur (Goedecke et al., 2001). 
1.2.2 DNA-Methylierung in Prokaryoten 
In Prokaryoten werden alle drei Typen von DNA-Methylierung gefunden (Schema 1.1). 
Die DNA-Methylierung hat drei biologische Hauptfunktionen: Unterscheidung zwischen 
eigener und fremder DNA, Steuerung der DNA-Reparatur sowie Regulation der DNA-
Replikation und des Zellzyklus. 
Bei der Unterscheidung zwischen eigener und fremder DNA arbeiten meistens Paare aus 
einer DNA-MTase und der kognaten Restriktionsendonuklease (REase), die dieselbe 
Erkennungssequenz besitzt, zusammen. Sie bilden ein sogenanntes Restriktions-
Modifikations-System (Wilson & Murray, 1991). Die zelleigene DNA wird durch die 
DNA-MTase methyliert und so vor Fragmentierung durch die REase geschützt. 
Eindringende Fremd-DNA, wie im Falle einer Transfektion mit Bakteriophagen, ist 
dagegen nicht oder an anderen Erkennungssequenzen methyliert und wird von der REase 
hydrolytisch fragmentiert und dadurch inaktiviert. Restriktions-Modifikations-Systeme 
können als primitive Immunsysteme angesehen werden. 
Die Rolle der DNA-Methylierung bei der DNA-Reparatur und der Regulation der DNA-
Replikation ist im Falle der E. coli Dam (DNA-Adenin-Methyltransferase), welche die 
Erkennungssequenz 5'-GATC-3' besitzt, am besten untersucht worden (Messer & Noyer-
Weidner, 1988; Barras & Marinus, 1989). Direkt nach der DNA-Replikation und vor der 
Remethylierung durch die Dam liegt die DNA für kurze Zeit hemimethyliert vor. Während 
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dieses kurzen Zeitintervalls können DNA-Reparaturenzyme zwischen methyliertem Eltern-
Strang und unmethyliertem Tochter-Strang differenzieren und so entscheiden, welcher 
Strang bei Basenfehlpaarungen repariert werden muß. Außerdem wird die Dam DNA-
Methylierung benutzt, um den Zellzyklus an die DNA-Replikation zu koppeln, indem eine 
Anzahl von Gen-Promotoren nur in hemimethyliertem Zustand induziert werden (Marinus, 
1985; Barras & Marinus, 1989). Der Startpunkt der DNA-Replikation ist die einzige 
Region, die über ein längeres Zeitintervall hemimethyliert vorliegt, weil das SeqA Protein 
daran bindet und dadurch die Dam DNA-Methylierung verhindert (Campbell & Kleckner, 
1990; Lu et al., 1994). Diese Tatsache wird benutzt, um die DNA-Replikation zu 
regulieren, da die DNA-Replikation im hemimethylierten Zustand nicht aktiviert werden 
kann. Trotz dieser Funktionen ist die Dam-Methylierung nicht essentiell in E. coli, aber 
korreliert bei einigen Bakterien, wie z.B. Salmonella typhimurium (Heithoff et al., 1999), 
mit ihrer Virulenz. Inhibitoren der Dam DNA-Methylierung könnten also als 
antibakterielle Wirkstoffe eingesetzt werden.  
1.2.3 DNA-Methylierung in Eukaryoten 
Bisher wurde nur C5-Methylcytosin in eukaryotischer DNA gefunden, wobei die 
Methylierung bei Säugetieren zumeist an CG-Sequenzen (CpG-Motiv) stattfindet. Der 
Anteil an CpG im Genom von Säugern ist gegenüber der statistischen Erwartung 
unterrepräsentiert, wahrscheinlich weil die DNA-Methylierung stufenweise das Genom an 
CpG verarmt hat. C5-Methylcytosin hat eine Tendenz zu Thymin zu desaminieren und so 
zu einer C zu T Mutation zu führen, wenn nicht vor der nächsten DNA-Replikation eine 
Reparatur stattfindet. Die Verteilung von CpG im Genom von Eukaryoten ist 
asymmetrisch und CpG werden verstärkt auf bestimmten DNA-Abschnitten (CpG-Inseln) 
gefunden. Dies sind meistens Promotorregionen von Genen, deren Methylierungsstatus die 
Expression des entsprechenden Gens beeinflusst. CpG-Inseln liegen meistens unmethyliert 
vor, um die Transkription zu ermöglichen, während CpG außerhalb von CpG-Inseln 
meistens hypermethyliert vorliegt. 
Das DNA-Methylierungsmuster des Genoms bleibt über Zellgenerationen stabil. Nach der 
DNA-Replikation entsteht ein Muster aus unmodifizierten und hemimethylierten CpG-
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Sequenzen. Das initiale Muster wird dann durch Methylierung mit einer Erhaltungs-DNA-
MTase, die bevorzugt hemimethylierte CpG aufmethyliert, wiederhergestellt. Diese Art der 
Vererbung, unabhängig von der Nucleobasensequenz, wird als epigenetische Vererbung 
bezeichnet. Die DNA-Methylierung hat tiefgreifende Effekte auf das Säugetier-Genom, 
wie z.B. die Repression der Transkription, die Regulation der Chromatinstruktur, die 
Inaktivierung des X-Chromosoms, die genetische Prägung und die Unterdrückung der 
Einwirkung von repetitiven und parasitären DNA-Sequenzen auf die Genom-Integrität 
(Übersicht: Wolffe & Matzke, 1999; Jeltsch, 2002; Attwood et al., 2002).  
Die Abhängigkeit zwischen DNA-Methylierung und Repression der Transkription 
(transcriptional silencing, gene silencing) wurde frühzeitig erkannt. Die DNA-
Methylierung ist aber nicht allein dafür verantwortlich, sondern wirkt zusammen mit 
Histon-Desacetylierung und H3K9-Methylierung (Methylierung von Lysin 9 auf Histon 
H3), um eine kompakte Chromatinstruktur zu bilden, die den Zugang von 
Transkriptionsfaktoren inhibiert. Die genaue Abfolge der verschiedenen Ereignisse ist aber 
noch unklar (Übersicht: Fuks, 2005) und ist Ziel intensiver Forschung. 
Die Bedeutung der DNA-Methylierung wird durch ihren Zusammenhang mit Krankheiten 
unterstrichen. Das ICF-Syndrom (immunodeficiency, centromer instability and facial 
abnormalities), eine menschliche Erbkrankheit, beruht z.B. auf fehlerhafter DNA-
Methylierung, wobei das Gen für die DNA-MTase Dnmt3b betroffen ist (Robertson & 
Wolffe, 2000; Hendrich, 2000).  
Die DNA-Methylierung wird auch mit der Entstehung von Krebs in Verbindung gebracht. 
Krebs entsteht meistens durch Mutationen oder durch epigenetische Veränderungen, die 
die Expression von Oncogenen ungewöhnlich erhöhen oder zur Inaktivierung von 
Tumorsuppressor-Genen führen (Übersicht: Robertson, 2001; Herman & Baylin, 2003; 
Laird, 2005; Baylin, 2005). Der genaue Zusammenhang zwischen deregulierter DNA-
Methylierung und Tumorentstehung ist allerdings noch unklar. Es besteht aber die 
Hoffnung, Krebs durch Wiederherstellung eines korrekten Methylierungsmusters zu 
heilen. Unter den verschiedenen Krebsarten sind Karzinome, die vom Epithel ausgehen, 
am meisten verbreitet. In einer Vielfalt von Karzinomen wird das epithelial protein cell 
adhesion molecule (EpCAM, auch EGP-2 oder 17-1A genannt) überexprimiert. CAM sind 
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Proteine, die die Zelladhäsion ermöglichen, und damit potentielle Antriebskräfte für die 
Metastase. Aufgrund seiner gleichmäßigen Überexpression bei einer Vielfalt von 
Karzinomen, ist EpCAM ein geeigneter Marker für die Diagnose und stellt ein 
Hauptangriffspunkt für die Immunotherapie und die Gentherapie dar. Vor kurzem wurde 
seine direkte Beteiligung an der Karzinogenese nachgewiesen (Munz et al., 2004; Osta et 
al., 2004). Das selektive silencing des EpCAM Promoters durch DNA-Methylierung stellt 
also eine neue mögliche Therapieform für Epithelkarzinome dar. 
1.2.4 DNA-MTase aus Spiroplasma sp. Stamm MQ1 (M.SssI) 
Die DNA-MTase aus Spiroplasma sp. Stamm MQ1 M.SssI ist die einzige bekannte 
prokaryotische DNA-Cytosin-C5-MTase, die Cytosin innerhalb der Erkennungssequenz 
5'-CG-3' methyliert (Nur et al., 1985) (Schema 1.4). Das Wildtyp-Enzym besteht aus 
386 Aminosäureresten und hat ein Molekulargewicht von 44,3 kDa. Das M.SssI-Gen 
konnte isoliert, kloniert, charakterisiert und in E. coli überexprimiert werden (Renbaum et 
al., 1990). M.SssI besitzt dieselbe Erkennungssequenz wie die DNA-MTasen von 
Säugetieren und wird oft verwendet, um den Einfluss von DNA-Methylierung bei 
Säugetieren zu untersuchen (Denissenko et al., 1997; Kudo, 1998; Song et al., 2001). 
M.SssI kann aber im Gegensatz zur Säugetier-DNA-MTase Dnmt1, die auf Erhaltungs-
methylierung hemimethylierter Sequenzen spezialisiert ist, sowohl hemimethylierte als 
auch nicht-methylierte DNA als Substrat verwenden und arbeitet in Abwesenheit von Mg2+ 
in einer prozessiven Art und Weise. In Anwesenheit von Mg2+ zeigt das Enzym einen 
distributiven Mechanismus und weist zusätzlich eine Topoisomerase I-Aktivität auf 
(Matsuo et al., 1994). Die Topoisomerase-Aktivität, die von der DNA-MTase-Aktivität 
unabhängig ist, konnte durch Austausch des essentiellen Tyrosins an der Position 137 
gegen Phenylalanin aufgehoben werden (Kiss A., persönliche Mitteilung). 
Die dreidimensionale Struktur von M.SssI wurde bis jetzt nicht bestimmt. Dafür wurde ein 
Modell des ternären Komplexes aus M.SssI, DNA und AdoHcy (2) anhand der 
Kristallstrukturen von M.HhaI und M.HaeIII modelliert (Koudan et al., 2004) (Abb. 1.3). 
Anhand des Modells wurden Aminosäuren, die bei der DNA- und AdoMet-Bindung 
involviert sein könnten, vorgeschlagen. Aus dem Modell kann außerdem geschlossen 
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werden, dass sowohl der N- als auch der C-Terminus von M.SssI auf der Rückseite des 
Enzyms lokalisiert sind und somit für eine Modifikation zugänglich sein sollten. 
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Schema 1.4: M.SssI-katalysierte Methylierung von Cytosin innerhalb der doppelsträngigen DNA-
Sequenz 5'-CG-3'. 
 
Abb. 1.3: Modell des ternären Komplexes aus M.SssI, DNA und AdoHcy (Koudan et al., 2004). 
Das Enzym ist als Bändermodell in blau, die DNA grün und der Cofaktor gelb dargestellt. Das 
katalytische Cystein und die N- bzw. C-terminalen Aminosäurereste sind als van der Waals-
Oberfläche (rot) gezeigt. 
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1.3 Megaspezifische DNA-modifizierenden Enzymen 
DNA-modifizierende Enzyme, wie DNA-MTasen und REasen, könnten genutzt werden, 
um Genome abzubilden oder zu manipulieren. Dazu sind diese Enzyme aufgrund ihrer 
allgemein kurzen Erkennungssequenzen jedoch nicht geeignet und eine Erhöhung ihrer 
Sequenzspezifität wäre wünschenswert. Eine megaspezifische M.SssI könnte z.B. benutzt 
werden, um tumorassoziierte Gene, wie das EpCAM Gen, durch gene silencing spezifisch 
abzuschalten. 
Drei Strategien zur Entwicklung von megaspezifischen DNA-modifizierenden Enzymen 
bieten sich an. Das Enzym kann mit Triplehelix-bildenden Oligodesoxynucleotiden (TFO) 
bzw. synthetischen Polyamiden gekuppelt oder mit DNA-bindenden Domänen fusioniert 
werden. Diese zusätzlichen DNA-erkennenden Einheiten sollten die Enzyme nur zu 
bestimmten DNA-Erkennungssequenzen adressieren und damit zu einer Erhöhung der 
Sequenzspezifität führen. 
1.3.1 Triplehelix-bildende ODN (triple helix forming ODN, TFO) 
Die Fähigkeit von Nucleinsäuren eine Triplehelix (Triplex) zu bilden wurde bereits 1957 
beschrieben (Felsenfeld et al., 1957), aber erst seit circa 20 Jahren wird der Einsatz von 
TFO als Wirkstoffe intensiv untersucht. Bei der Antigen-Strategie werden TFO benutzt, 
um die Genexpression durch Beeinflussung der Transkription herabzusetzen (Übersicht: 
Stull et al., 1995; Knauert & Glazer, 2001; Da Ros et al., 2005; Patil et al., 2005). TFO 
können dies entweder durch Inhibition der Transkriptionsinitiierung, aufgrund einer 
Konkurrenz mit Transkriptionsfaktoren, oder durch Störung der Transkriptionselongation 
erreichen (Abb. 1.4 A und B). Bisher wurden aber keine TFO-basierten Wirkstoffe 
zugelassen.  
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Abb. 1.4: Blockierung der Genexpression durch TFO. A: Inhibition der Transkriptionsinitiierung. B: 
Inhibition der Transkriptionselongation. 
Grössere Fortschritte wurden mit der Antisense-Strategie erzielt (Übersicht: Kurreck, 
2003; Da Ros et al., 2005; Patil et al., 2005), bei der Oligodesoxynucleotide (ODN) 
eingesetzt werden, die mit Messenger-RNA (mRNA) einen Duplex bilden können. 
Dadurch wird entweder die Protein-Biosynthese inhibiert oder die Fragmentierung der 
mRNA durch RNaseH induziert. Bisher wurde aber nur ein Antisense-ODN (Vitravene, 
Isis Pharmaceuticals, Carlsbad, CA) zugelassen. Es wird zur Behandlung von 
Cytomegalovirus-induzierter Netzhautentzündung bei AIDS-Patienten eingesetzt.  
TFO binden in der großen Furche von Duplex-DNA, wo sie spezifisch Wasserstoff-
brückenbindungen mit den Hoogsteen-Flanken von Purinbasen bilden (Übersicht: Chan & 
Glazer, 1997). TFO binden ausschließlich an Polypurin:Polypyrimidin DNA-Sequenzen 
und haben eine typische Länge von 10–30 Nucleotiden. Je nach der Basen-
zusammensetzung der TFO wird zwischen Pyrimidin- (Abb. 1.5 A) und Purin-Motiven 
(Abb. 1.5 B) unterschieden. Beim Pyrimidin-Motiv wird die Sequenzspezifität durch 
Bindung von T zu A:T- und protonierten C (C+) zu G:C-Basenpaaren erreicht und das 
Pyrimidin-TFO bindet parallel zum purinreichen DNA-Strang durch Hoogsteen-
Paarungen. Beim Purin-Motiv wird die Sequenzspezifität durch Bindung von A zu A:T, G 
zu G:C- und T zu A:T-Basenpaaren erreicht und das Purin-TFO bindet antiparallel zum 
purinreichen DNA-Strang durch reverse Hoogsteen-Paarungen. 
Beide Motive werden durch divalente Kationen wie Mg2+ und Ca2+ (Felsenfeld et al., 
1957) und Polyamine wie Spermin stabilisiert (Hampel et al., 1991; Thomas et al., 1993), 
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weil diese die elektrostatische Abstoßung zwischen den negativ geladenen Phosphat-
Rückgraten der drei Stränge verringern. 
Beim Pyrimidin-Motiv ist eine Protonierung des N3-Ringstickstoffatoms von C zur 
korrekten Hoogsteen-Paarung mit dem N7-Atom von G erforderlich. Da dies unter 
physiologischen Bedingungen nicht der Fall ist, müssen bei unmodifizierten Pyrimidin-
TFO saure Bedingungen gewählt werden. Der Einsatz von C5-Methyl-2'-desoxycytidin 
(dCMe) anstelle von C verringert diese pH-Abhängigkeit und ermöglicht Triplexbildung bei 
pH 7–8 (Lee et al., 1984; Povsic et al., 1989; Xodo et al., 1991). Zu diesem Zweck wurden 
auch andere Cytosin-Analoga entwickelt (Übersicht: Chan & Glazer, 1997).  
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Abb. 1.5: A) TFO-Bindung nach dem parallelen Pyrimidin-Motiv. B) TFO-Bindung nach dem anti-
parallelen Purin-Motiv.  
Wie oben erwähnt, stabilisieren hohe Mg2+-Konzentrationen die TFO-Bildung. Unter 
physiologischen Bedingungen sind aber weniger als 1 mM Mg2+ anwesend. Um die Mg2+-
Abhängigkeit der TFO-Bildung herabzusetzen, kann T durch 5-(1-Propinyl)-2'-
desoxyuridin (pdU) ersetzt werden (Phipps et al., 1998; Lacroix et al., 1999) (Abb. 1.6). 
TFO, die dCMe und pdU enthalten sind mittlerweile kommerziell erhältlich und werden 
erfolgreich unter physiologischen Bedingungen eingesetzt. 
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Abb. 1.6: Die Pyrimidinnucleosid-Analoga 5-(1-Propinyl)-2'-desoxyuridin (pdU) und C5-Methyl-2'-
desoxycytidin (dCMe).  
Purin-TFO können im Gegensatz zu Pyrimidin-TFO bei physiologischem pH-Wert an 
Duplex-DNA binden, müssen aber generell G-reich sein, um stabile Triplehelices zu 
bilden. Solche G-reichen TFO haben aber die Tendenz intermolekulare Wechselwirkungen 
auszubilden. Diese Tendenz ist in Anwesenheit von monovalenten Kationen wie Na+ und 
vor allem K+ ausgeprägt und unter physiologischen K+-Konzentrationen kann die TFO-
Bildung inhibiert werden (Cheng & Van Dyke, 1993; Olivas & Maher, 1995). Zusätzlich 
können G- und A-haltige TFO Homodimere bilden, die ebenfalls die TFO-Bildung 
inhibieren (Noonberg et al., 1995). Die K+-Abhängigkeit von Purin-TFO kann durch 
Einführung von modifizierten Basen, wie z.B. 2'-Desoxy-6-thioguanosin (Rao et al., 1995; 
Olivas & Maher, 1995), oder durch Ersatz des negativ geladenen Phosphatrückgrats durch 
ein positiv geladenes (Dagle & Weeks, 1996) verringert werden. Im letzten Fall wird dann 
gleichzeitig auch die Mg2+-Abhängigkeit herabgesetzt. 
Ein weiteres Problem, das bei in vivo Applikationen auftreten kann, ist die Empfindlichkeit 
von TFO gegenüber Nucleasen. Dazu wurden ODN mit modifizierten Phosphodiester- 
oder Ribose-Rückgraten, wie z.B. Phosphorothioate (De Clercq et al., 1969), peptide 
nucleic acid (PNA) (Nielsen et al., 1991) und locked nucleic acid (LNA) (Koshkin et al., 
1998 a und b; Obika et al., 1998), entwickelt und erfolgreich eingesetzt (Abb. 1.7) 
(Übersicht: Kurreck, 2003). Solche modifizierten TFO (ODN) sind heutzutage 
kommerziell erhältlich und stellen die zweite und dritte Generation von Antisense-ODN 
dar. 
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Abb. 1.7: Struktur von DNA im Vergleich zu Phosphorothioat, PNA und LNA. 
TFO wurden bereits erfolgreich eingesetzt um DNA-modifizierende Enzyme zu steuern. 
Mit Hilfe eines TFO konnte die Spezifität der Nuclease aus Staphylococcus erhöht werden 
(Pei et al., 1990), oder eine sequenzspezifische DNA-Fragmentierung mit der 
Topoisomerase I erreicht werden. Dazu wurde ein Analogon des Antitumormittels 
Camptothecin mit Hilfe des TFO spezifisch an die adressierte DNA-Sequenz gebracht, 
wodurch eine Fragmentierung durch die Topoisomerase I an dieser Stelle induziert wurde 
(Arimondo et al., 2006 und 2002). Vor kurzem wurde auch über die Erhöhung der 
Sequenzspezifität in vitro einer single chain Variante der REase R.PvuII (scPvuII) durch 
Kupplung an ein Pyrimidin-TFO mit dCMe und pdU berichtet (Eisenschmidt et al., 2005). 
scPvuII besitzt die Erkennungssequenz 5'-CAGCTG-3' und benötigt Mg2+ zur spezifischen 
DNA-Bindung und zur Fragmentierung. Das scPvuII-TFO-Konjugat zeigte eine über 
1000fache Präferenz für adressierte Erkennungssequenzen mit einer benachbarten 
Polypurin:polypyrimidin-Sequenz gegenüber unadressierten. Das Konjugat wurde erst mit 
einem DNA-Substrat in Abwesenheit von Mg2+ preinkubiert, um die TFO-Bildung 
gegenüber der Enzym-Bindung und der DNA-Fragmentierung zu begünstigen. Zudem 
wurde das Konjugat im Unterschuss gegenüber adressierten Erkennungssequenzen 
zugegeben, da freie Konjugate sonst unadressierte Erkennungssequenzen fragmentieren 
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könnten. Die Fragmentierung wurde dann durch Zugabe von 1,25 mM Mg2+ induziert. Zur 
Steuerung von DNA-MTasen wurden TFO bisher jedoch noch nicht eingesetzt. 
1.3.2 Polyamide 
Als Alternative zu TFO, PNA oder LNA könnten Polyamide zur Steuerung von DNA-
modifizierenden Enzymen eingesetzt werden. Polyamide aus N-Methyl-3-hydroxypyrrol, 
N-Methylimidazol- und N-Methylpyrrol-Aminosäuren (Hp, Im und Py) (Abb. 1.8) binden 
mit hoher Affinität und Sequenzspezifität in der kleinen Furche von Duplex-DNA. 
Hydroxypyrrol-Imidazol-Pyrrol-Polyamide bilden vier Ring-Paarungen (Im/Py, Py/Im, 
Hp/Py und Py/Hp), die in der Lage sind, alle vier Watson-Crick-Basenpaare zu 
unterscheiden (White et al., 1998; Dervan, 2001). Polyamide haben also gegenüber TFO 
den Vorteil, dass sie nicht auf purinreiche Erkennungssequenzen begrenzt sind. 
N
CH3
O
NH
Py
N
CH3
O
NH
Hp
OH
N
N
CH3
O
NH
Im  
Abb. 1.8: Struktur von N-Methyl-3-hydroxypyrrol- (Hp), N-Methylimidazol- (Im) und N-Methyl-
pyrrol-Aminosäuren (Py). 
Durch kovalente Kupplung von acht ausgesuchten, geeigneten Monomeren kann jede 
beliebige DNA-Sequenz von sechs bp Länge unter Bildung einer achtgliedrigen 
Haarnadelschleife erkannt werden. Durch Bildung von längeren Oligomeren konnten bis 
zu 16 bp lange DNA-Sequenzen spezifisch gebunden werden (Trauger et al., 1998). 
Polyamide wurden bereits zur Modulation der Gen-Expression verwendet (Übersicht: 
Dervan et al., 2005). Sie wurden aber bis jetzt ebenfalls noch nicht verwendet, um die 
Sequenzspezifität von DNA-modifizierenden Enzymen zu erhöhen. 
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1.3.3 DNA-bindende Domänen 
Zinkfinger-Proteine wurden bisher am häufigsten zur Steuerung von DNA-
modifizierenden Proteinen eingesetzt. Zinkfinger des Cys2His2-Motivs, das häufiger 
vorkommt als das Cys4-Motiv, bestehen aus circa 30 Aminosäuren. Jedes Motiv wird 
durch Binden eines Zn2+-Ions stabilisiert. Cys2His2-Zinkfinger erkennen drei aufeinander 
folgende Basenpaare in der DNA. Durch Aneinanderreihung von Zinkfingern und 
Variation der Aminosäuren, die durch Wasserstoffbrückenbindungen an die DNA binden, 
konnten bindende Domänen mit neuer Spezifität entwickelt werden (Choo & Klug, 1994). 
Mittlerweile kann eine große Anzahl von unterschiedlich langen DNA-Sequenzen 
spezifisch erkannt werden. Im Gegensatz zu TFO und Polyamiden, die in vitro an Proteine 
gekuppelt werden müssen, werden Zinkfinger durch genetische Fusion mit den 
Zielproteinen und Reinigung des exprimierten Fusionsproteins eingeführt. Ein weiterer 
Vorteil ist, dass sie, wie Polyamide, nicht auf die Erkennung von Polypurin:Polypyrimidin-
DNA-Sequenzen begrenzt sind.  
Zinkfinger wurden schon eingesetzt, um die REase R.FokI (Kim et al., 1996; Durai et al., 
2005; Urnov et al., 2005; Porteus et al., 2005; Smith et al., 2000) und die DNA-MTasen 
M.HhaI, M.HpaII (McNamara et al., 2002), M.CviPI und M.SssI (Carvin et al., 2003) in 
vitro aber auch in vivo zu steuern. Im letzten Fall wurde die DNA-Methylierung in der 
Nähe der Bindungsstelle des Zinkfinger-Proteins, aber auch an einer entfernten Stelle 
beobachtet, was wahrscheinlich die Nucleosom- oder Chromatinstrukturen widerspiegelt.  
1.4 Herstellung von Protein-ODN-Konjugaten 
Proteine können entweder über natürlich vorhandene Aminosäuren oder über künstlich 
eingeführte reaktive Gruppen mit ODN gekuppelt werden. Die besten Kupplungsstellen 
sind entweder der N- oder der C-Terminus des Proteins. Diese sind häufig leicht 
zugänglich und im Fall von Enzymen vom katalytischen Zentrum entfernt. Für die 
Steuerung eines Enzyms durch ein gebundenes TFO sollte das TFO regiospezifisch an das 
Enzym gekuppelt werden.  
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Verschiedene Methoden existieren, um Peptide bzw. Proteine mit ODN regiospezifisch zu 
kuppeln, wie z.B. die Native Chemical Peptide Ligation (NCPL), die Thiazolidin-Ligation 
und die Expressed Protein Ligation (EPL). Zusätzlich dazu können heterobifunktionelle 
Crosslinker verwendet werden, um ODN mit Proteinen zu verbrücken. 
1.4.1 Native Chemical Peptide Ligation (NCPL) 
Bei der Native Chemical Peptide Ligation (NCPL) reagiert ein Thioester spezifisch mit 
einem N-terminalen Cystein in wässriger Lösung unter Bildung einer Peptidbindung. 
Andere anwesende Cysteine stören die Reaktion nicht, weil die Amidbildung nur im Fall 
von freien N-terminalen Cysteinen stattfinden kann. Der postulierte Reaktions-
mechansimus ist in Schema 1.5 dargestellt (Dawson et al., 1997). Zuerst greift die Thiol-
Gruppe des N-terminalen Cysteins den Thioester unter Bildung eines thioesterverknüpften 
Intermediats an. Dieses lagert sich dann spontan durch einen intramolekularen, 
nucleophilen Angriff der Aminogruppe des Cysteins unter Bildung einer Amidbindung 
um. Die NCPL wird meistens in wässrigen Lösungen bei pH 7–8 durchgeführt, weil unter 
diesen Bedingungen eine Nebenreaktion von Seitenketten-Aminogruppen unterdrückt ist. 
Die Ligationsgeschwindigkeit ist von der Art der Thiol-Abgangsgruppe abhängig. 
Ligationen von Peptiden mit hochaktivierten 5-Thio-2-nitrobenzoesäurethioestern sind 
innerhalb von 10 min bei pH 7,0 abgeschlossen, wohingegen Ligationen mit Alkyl-
thioestern sehr langsam und manchmal über Tagen verlaufen (Dawson et al., 1994). Bis 
jetzt konnten darüber hinaus keine Thioester-Intermediate isoliert werden. Daraus wurde 
geschlossen, dass die Umthioesterung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. NCPL 
werden meistens in Anwesenheit von Thiolen durchgeführt, um wenig reaktive Thioester 
in situ zu aktivieren und dadurch die Reaktionsgeschwindigkeit zu steigern. Die 
zugesetzten Thiole sorgen zusätzlich dafür, dass das N-terminale Cystein während der 
Reaktion reduziert vorliegt und dass unproduktive Umthioesterungen mit eventuell 
anwesenden, internen Cysteinen rückgängig gemacht werden. Am häufigsten wird 
Thiophenol oder Benzylmercaptan zugesetzt (Dawson et al., 1997). Im Fall von 
rekombinanten Proteinen wird allerdings häufig 2-Mercaptoethansulfonsäure Natriumsalz 
(MESNA) aufgrund seiner sehr guten Wasserlöslichkeit bevorzugt. Vor kurzem wurden 
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Thiole auf ihre Fähigkeit NCPL zu katalysieren getestet (Johnson & Kent, 2006). Dabei 
wurde festgestellt, dass das Arylthiol (4-Carboxymethyl)thiophenol (MPAA) einen sehr 
effizienten Katalysator darstellt. MPAA hat gegenüber Thiophenol den Vorteil, dass es 
besser wasserlöslich ist und dadurch in höheren Konzentrationen eingesetzt werden kann. 
MESNA erwies sich dagegen als weniger geeignet, weil die in situ gebildeten Thioester 
wenig reaktiv sind. NCPL wurde meist eingesetzt, um kleine Proteine durch Kupplung von 
ungeschützten synthetischen Peptiden herzustellen (Dawson et al., 1994; Übersicht: 
Dawson & Kent, 2000) und konnte ebenfalls benutzt werden, um Peptide an ODN zu 
kuppeln (Stetsenko & Gait, 2000). 
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Schema 1.5: Postulierter Mechanismus der Native Chemical Peptide Ligation (NCPL). 
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1.4.2 Thiazolidin-Ligation 
Bei der Thiazolidin-Ligation reagiert ein Aldehyd mit einem N-terminalen Cystein unter 
Bildung eines Thiazolidin-Rings. Die Thiazolidin-Bildung wurde verwendet, um Peptide 
miteinander zu kuppeln. Dabei wird meistens der Peptid-Aldehyd so konzipiert, dass nach 
Thiazolidin-Bildung ein spontaner O- zu N-Acyltransfer unter Bildung eines Pseudoprolins 
stattfinden kann (Zhang et al., 1998; Zhang & Tam, 1996; Liu et al., 1996; Liu & Tam, 
1994 a und b) (Schema 1.6).  
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Schema 1.6: Kupplung von zwei Peptiden durch Thiazolidin-Ligation, gefolgt von einem O- zu N-
Acyltransfer zum Pseudoprolin. 
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Die Thiazolidin-Ligation wird im Gegensatz zur NCPL unter leicht sauren Bedingungen 
durchgeführt, um Nebenreaktionen des Aldehyds mit Seitenketten-Aminogruppen zu 
vermeiden. Die unterschiedlichen Reaktionsbedingungen der NCPL und Thiazolidin-
Ligation wurden bei der Tandem Peptide Ligation genutzt, um drei ungeschützte Peptide 
regiospezifisch miteinander zu kuppeln (Tam et al., 2001 a und b) (Schema 1.7).  
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Schema 1.7: Tandem Peptide Ligation von drei ungeschützten Peptiden unter Bildung eines 
Pseudoprolins und eines Cysteins an der Ligationsstelle. 
Die Thiazolidin-Ligation wurde auch zur Reinigung von Peptiden und kleinen, 
rekombinanten Polypeptiden mit einer Aldehyd-funktionalisierten Säule eingesetzt (Villain 
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et al., 2001). Eine Kupplung von Peptiden mit ODN konnte ebenfalls durch Thiazolidin-
Ligation erreicht werden (Forget et al., 2001). 
1.4.3 Expressed Protein Ligation (EPL) 
Bei der Expressed Protein Ligation (EPL) werden mit Hilfe eines manipulierten Inteins ein 
N-terminales Cystein bzw. ein C-terminaler Thioester in ein Protein eingeführt. Die so 
modifizierten Proteine können dann mit Thioestern bzw. mit freien Cysteinen weiter 
umgesetzt werden (Übersicht: Muir, 2003). Inteine sind eine Klasse von Proteinen, die am 
Protein-Spleißen beteiligt sind. Protein-Spleißen ist ein posttranslationaler Prozess, bei 
dem aus einem Protein-Precursor über eine Reihe von intramolekularen Reaktionen und 
Umlagerungen ein interner Abschnitt (Intein) entfernt und die zwei flankierenden 
Segmente (Extein) ligiert werden (Übersicht: Paulus, 2000; Noren et al., 2000). Inteine 
besitzen mehrere konservierte Sequenzmotive und bis jetzt wurden mehr als hundert 
Mitglieder dieser Proteinfamilie identifiziert. Der erste Schritt im standard Protein-
Spleißen ist der Bruch einer Peptidbindung. Durch einen N- zu S- bzw. N- zu O-
Acyltransfer wird das N-Extein auf die Seitenkette eines Cys- bzw. Ser-Rests am N-
Terminus des Inteins übertragen. Im nächsten Schritt wird das gesamte N-Extein in einer 
Umthioesterung auf einen zweiten, konservierten Cys/Ser/Thr-Rest an der Grenze 
zwischen Intein und C-Extein übertragen. Das verzweigte Intermediat wird dann durch 
Zyklisierung an einem konservierten Asn-Rest am C-Terminus des Inteins aufgelöst und 
das Intein wird als C-terminales Succinimid herausgeschnitten. Anschließend wird eine 
Amid-Bindung zwischen N- und C-Extein durch einen S- zu N- bzw. O- zu N-Acyltransfer 
gebildet (Schema 1.8).  
Inteine werden intensiv in der Biotechnologie genutzt, wobei zwei Strategien 
unterschieden werden können. Zum einen werden künstlich oder natürlich gespaltene 
Inteine (split intein) beim Protein-trans-Spleißen verwendet, zum anderen werden intakte 
Inteine, die günstige Mutationen tragen, bei der EPL eingesetzt (Übersicht: Muir, 2003). 
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Schema 1.8: Mechanismus des Protein-Spleißens. 
Für das trans-Spleißen wird je ein Teil eines künstlichen oder natürlichen split intein (IN 
und IC), die allein nicht aktiv sind, mit verschiedenen Polypeptiden fusioniert. Wenn die 
zwei Intein-Teile dann durch nichtkovalente Wechselwirkungen assoziieren, kann das 
normale Protein-Spleißen unter Ligation der beiden Polypeptide stattfinden (Schema 1.9). 
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Trans-Spleißen wurde z.B. eingesetzt, um ein semi-synthetisches Protein zu produzieren 
(Lew et al., 1998) oder um Proteine mit Isotopen in spezifischen Abschnitten zu versehen 
(Yamazaki et al., 1998). 
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Schema 1.9: Fusionierung zweier Peptide durch trans-Spleißen. 
Für die EPL wurden Intein-Mutanten entwickelt, die die Einführung von C-terminalen 
Thioestern bzw. N-terminalen Cysteinen in Proteine ermöglichen. Zur Herstellung von 
rekombinanten Protein-Thioestern wurden Intein-Mutanten hergestellt, die im 
Allgemeinen eine C-terminale Asn- zu Ala-Mutation tragen und somit nur den ersten 
Schritt des Protein-Spleißens durchführen können (Xu & Perler, 1996; Chong et al., 1997; 
Evans et al., 1999; Mathys et al., 1999). Proteine, die mit dem N-Terminus solcher Inteine 
fusioniert vorliegen, können dann mit Thiolen, meistens mit MESNA, über eine 
intermolekulare Umthioesterung vom Intein abgespalten werden. Das abgespaltete Protein 
besitzt dann einen C-terminalen Thioester und kann dann mit einem freien N-terminalen 
Cystein gekuppelt werden (Schema 1.10). Die Firma New England Biolabs hat 
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Expressionsvektoren entwickelt, die die Klonierung, Expression und Reinigung solcher 
Fusionsproteine ermöglicht (IMPACT-System). Der C-Terminus des Inteins trägt dabei 
eine Chitin-Bindungsdomäne (chitin binding domain, CBD) und ermöglicht die 
Immobilisierung des Fusionsproteins auf einer Chitin-Säule.  
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Schema 1.10: Intein-vermittelte Herstellung eines Protein-Thioesters und Expressed Protein 
Ligation (EPL). 
Andere Intein-Mutanten wurden entwickelt, um Proteine mit N-terminalen Cysteinen 
herzustellen. Die Inteine wurden so mutiert, dass die Spaltung am C-Terminus des Inteins 
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und dadurch am N-Terminus eines daran fusionierten Proteins, durch pH- und/oder 
Temperaturerhöhung induziert werden kann (Southworth et al., 1999; Evans et al., 1999; 
Mathys et al., 1999). Die von New England Biolabs entwickelten Expressionsvektoren 
besitzen in diesem Fall eine CBD am N-Terminus des Inteins (Schema 1.11). Ein Nachteil 
dieser Methode ist, dass die Fragmentierung schon spontan in vivo stattfinden kann, was zu 
einem vorzeitigen Verlust des Inteins und des Affinitätsmarkers führen kann.  
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Schema 1.11: Intein-vermittelte Herstellung eines Proteins mit N-terminalem Cystein und 
Expressed Protein Ligation (EPL). 
Die EPL hat eine Vielfalt von Anwendungen gefunden, wie z.B. die Herstellung von semi-
synthetischen Proteinen, die Immobilisierung von Proteinen auf Microarrays oder die 
Einführung von kleinen chemischen Sonden in Proteine (Übersicht: Hofmann & Muir, 
2002; Muir, 2003; David et al., 2004). Die EPL wurde auch zur Kupplung von Proteinen 
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an PNA (Lovrinovic et al., 2003) bzw. ODN (Takeda et al., 2004; Lovrinovic et al., 2005 a 
und b) eingesetzt. 
1.4.4 Crosslinking (Quervernetzung) 
Protein-ODN-Konjugate können auch durch Crosslinking hergestellt werden. Dabei 
werden das Protein und das ODN mit Hilfe eines Crosslinkers chemisch durch eine 
kovalente Bindung verknüpft. Crosslinker können entweder homo- oder hetero-
bifunktionell sein, je nachdem, ob sie zwei identische oder zwei unterschiedliche reaktive 
Gruppen besitzen. Proteine werden meistens über Thiole von Cysteinresten verbrückt, weil 
diese die nucleophilsten Gruppen in Proteinen sind. Wenn ein sequenzspezifisches 
Crosslinking erwünscht ist, können störende Cysteine, sofern sie nicht essentiell sind, 
durch Mutationen entfernt werden und ein neues Cystein am N- oder C-Terminus des 
Proteins eingeführt werden. ODN werden meistens mit Aminogruppen versehen, weil 
diese einfach durch Festphasen-DNA-Synthese eingeführt werden können. 
Heterobifunktionelle Crosslinker mit einer Maleimid-Gruppe auf der einen Seite und einer 
N-Hydroxysuccinimidylester (NHS-Ester) am anderen Ende sind also zur Herstellung von 
Protein-ODN-Konjugaten geeignet. Ein Beispiel dafür ist 4-Maleimidobuttersäure-N-
succinimidylester (GMBS, 6) (Abb. 1.9), der z.B. erfolgreich bei der Kupplung der single 
chain Variante der REase R.PvuII (scPvuII) an ein TFO eingesetzt wurde (Eisenschmidt et 
al., 2005). Um den Abstand zwischen Protein und ODN zu erhöhen, können 
heterobifunktionelle Crosslinker mit längeren Linkern, wie z.B. der verlängerte 
Crosslinker 7 (Abb. 1.9), eingesetzt werden. 
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verlängerter Crosslinker 7  
Abb. 1.9: Struktur von 4-Maleimidobuttersäure-N-succinimidylester (6, GMBS) und dem 
verlängerten Crosslinker 7. 
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2 Zielsetzung 
In dieser Arbeit soll die prokaryotische DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI an ihrem N- bzw. 
C-Terminus mit einem TFO gekuppelt werden. M.SssI besitzt dieselbe Erkennungssequenz 
wie die DNA-MTasen von Säugetieren. Durch das gekuppelte TFO soll M.SssI gezielt zu 
einer bestimmten Sequenz innerhalb eines Genoms adressiert werden. Ein solches TFO-
M.SssI-Konjugat könnte eingesetzt werden, um DNA hoch sequenzspezifisch zu 
markieren oder um Gene durch gene silencing spezifisch auszuschalten. Dabei stellt das 
EpCAM-Gen, das bei einer Vielfalt von Karzinomen überexprimiert wird und an der 
Karzinogenese teilnimmt, ein interessantes Ziel für das gene silencing dar. 
Im ersten Teil dieser Arbeit sollen vier verschiedene Kupplungsmethoden, nämlich die 
NCPL, die Thiazolidin-Ligation, die EPL und das heterobifunktionelle Crosslinking 
untersucht und miteinander verglichen werden. Für die NCPL und die Thiazolidin-Ligation 
soll zuerst M.SssI mit einem N-terminalen Cystein hergestellt werden. Dies soll durch 
gezielte Fragmentierung mit einer spezifischen Protease bzw. durch direkte Expression in 
E. coli erreicht werden. Eine Thioester- bzw. eine Aldehyd-Funktion soll am 5'-Ende eines 
TFO eingeführt werden. Im Anschluß sollen die NCPL und die Thiazolidin-Ligation 
untersucht und optimiert werden. 
Für die EPL soll zuerst M.SssI mit einem C-terminalen Thioester modifiziert werden. 
Dazu soll ein Plasmid, das für ein Fusionsprotein aus M.SssI, Mxe GyrA Intein und einem 
Affinitätsmarker kodiert, konstruiert und zur Expression und Reinigung von M.SssI-
Thioester eingesetzt werden. Eine Cystein-Funktion soll dann am 5'-Ende eines TFO 
eingeführt werden. Das 5'-Cysteinyl-TFO soll im Anschluß mit dem C-Terminus des 
M.SssI-Thioesters durch EPL gekuppelt werden. 
Für das heterobifunktionelle Crosslinking sollen verschiedene M.SssI-Varianten mit 
Kombinationen von ein bis drei Cysteinen produziert werden, wobei die Cysteine sich im 
katalytischen Zentrum, am N- oder am C-Terminus des Enzyms befinden. Die 
verschiedenen M.SssI-Varianten sollen dann mit GMBS (6) bzw. dem verlängerten 
Crosslinker 7 mit TFO gekuppelt werden, um ein Bild über die Reaktivität und 
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Zugänglichkeit der verschiedenen Cysteine zu erhalten. Schließlich soll ein TFO, das für 
den EpCAM-Promoter entworfen wurde, mit dem N- bzw. C-Terminus von M.SssI 
gekuppelt werden und das gewonnene Konjugat durch Anionenaustauscher-
Chromatographie gereinigt werden. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit soll die Profektion von M.SssI in den Zellnucleus mit einem 
kationischen, amphiphilen Komplex aus N-Methyl-4-(dioleoyl)methyl-pyridinium-chlorid 
(SAINT-2®) und 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DOPE) demonstriert 
werden.
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3 Herstellung von M.SssI-TFO-Konjugaten 
Zur Kupplung der DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI mit TFO sollen vier verschiedene 
Kupplungsmethoden, nämlich NCPL, Thiazolidin-Ligation, EPL und heterobifunktionelles 
Crosslinking, vergleichend untersucht werden. Die NCPL und Thiazolidin-Ligation finden 
spezifisch an einem freien, N-terminalen Cystein statt, wohingegen die EPL spezifisch an 
einem C-terminalen Thioester durchgeführt wird. Im Gegensatz zu diesen spezifischen 
Kupplungsmethoden ist das heterobifunktionelle Crosslinking unspezifisch und findet an 
allen anwesenden, zugänglichen Cysteinen statt. 
3.1 Native Chemical Peptide Ligation (NCPL) 
3.1.1 Einführung einer Thioester-Funktion am 5'-Ende eines TFO 
Für die NCPL soll eine Thioester-Funktion am 5'-Ende eines TFO eingeführt werden. 
Dazu wurde Pentafluorophenyl-S-benzylthiosuccinat (8, Peptide Modifying Reagent, 
PMR) (Schema 3.1) eingesetzt. PMR (8) wurde von Stetsenko & Gait (2000) entwickelt, 
um Peptid-Thioester direkt durch Festphasen-Peptid-Synthese herzustellen. Die Peptid-
Thioester wurden dann mit 5'-Cysteinyl-ODN durch NCPL gekuppelt. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde PMR (8) jedoch nicht mit einem Peptid sondern postsynthetisch mit einem 
5'-Amino-TFO gekuppelt (Schema 3.1). 
H2N-PEG2+6-TFO1, ein 22mer mit einem PEG6-Spacer und einer Amino-PEG2-Gruppe am 
5'-Ende, wurde mit einem zehnfachen Überschuss an PMR (8) in einer Wasser/DMF 
Mischung (3:7) bei pH 8,5 und Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion durch 
reversed-phase HPLC verfolgt (Abb. 3.1). Nach 1 h Inkubationszeit war die Bildung des 
Produkts Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 bereits praktisch beendet (tR (H2N-PEG2+6-TFO1) = 
18,3 min; tR (Thioester-HN-PEG2+6-TFO1) = 29,8 min).  
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Schema 3.1: Reaktion von H2N-PEG2+6-TFO1 mit Pentafluorophenyl-S-benzylthiosuccinat (8, 
PMR) unter Bildung von Thioester-HN-PEG2+6-TFO1. 
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Abb. 3.1: Reversed-phase HPLC-Analyse der Reaktion zwischen H2N-PEG2+6-TFO1 und PMR (8) 
unter Bildung von Thioester-HN-PEG2+6-TFO1: 1) direkt nach dem Mischen; 2) 1 h; 3) 2 h; 4) 4 h; 
5) 8 h Inkubationszeit. 
Boutorine et al. (2000) berichten, dass ODN bis zu einem organischen Anteil von 90% 
löslich sind, wenn ihre wässrigen Lösungen mit DMF oder DMSO versetzt werden. Bei 
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einigen Modifikationsansätzen wurde aber beobachtet, dass die ODN schon bei 70% DMF 
ausfallen. Da die untere Löslichkeitsgrenze von PMR (8) bei 50% DMF liegt wurde bei 
präparativen Ansätzen der DMF-Anteil auf 50% reduziert.  
Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt und durch 
Gelfiltration entsalzt. Die erfolgreiche Modifikation mit PMR (8) wurde durch MALDI-
TOF-MS Analyse von Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 bestätigt. Dabei stimmte die 
experimentell bestimmte Masse (m/z = 7265,3 [M+H]+) mit der berechneten Masse (m/z = 
7270,5 [M+H]+) im Rahmen der Meßgenauigkeit überein. 
3.1.2 M.SssI mit einem N-terminalen Cystein 
Drei Methoden können angewandt werden, um Proteine mit einem N-terminalen Cystein 
herzustellen: Direkte Expression in E. coli, Fragmentierung eines geeigneten 
Fusionsproteins mit einer spezifischen Protease und Fragmentierung durch ein am N-
Terminus fusioniertes Intein. Die ersten beiden Methoden wurden in dieser Arbeit 
untersucht, die dritte Methode ist in Kapitel 1.4.3 kurz vorgestellt.  
3.1.2.1 Direkte Expression in E. coli 
Proteine mit N-terminalen Cysteinen können in vivo durch die endogene E. coli 
Methionylaminopeptidase (MetAP) erhalten werden. Bei der Initiierung der Translation 
wird ein N-terminales N-Formylmethionin in Proteine eingeführt. Die Formylgruppe wird 
manchmal durch die E. coli Deformylase abgespalten. Das resultierende, N-terminale 
Methionin stellt dann ein Substrat für die MetAP dar. Eine systematische Studie zeigte, 
dass das Ausmaß der Methionin-Abspaltung von der Identität des zweiten Aminosäurerests 
stark abhängig ist (Hirel et al., 1989). Die Aktivität von MetAP nimmt mit der Länge der 
Seitenkette der zweiten Aminosäure deutlich ab. Im Fall von Cystein als zweiter 
Aminosäure sollte in ca. 2/3 der Proteine die erste Aminosäure abgespalten sein. Proteine 
mit einem N-terminalen Cystein könnten also direkt aus E. coli durch Expression von 
Konstrukten mit Met-Cys-Termini gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurde das 
Plasmid pBHNC-MSssI (Abb. 3.2), das auf dem pBAD24 Vektor (Guzman et al., 1995) 
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basiert und für die Variante M.SssI-His6-NC kodiert, in der Gruppe von A. Kiss (BRC 
Szeged, Ungarn) entworfen und zur Verfügung gestellt.  
 
Abb. 3.2: Karte des Plasmids pBHNC-MSssI, das auf dem pBAD24 Vektor basiert. Die araC-, 
M.SssI-His6-NC- und AmpR-Gene sind durch Pfeile hervorgehoben. 
M.SssI steht dabei unter der Kontrolle des pBAD-Promotors des Arabinose-Operons und 
dessen Regulationsgens araC, wodurch eine stringente Regulation der M.SssI-Expression 
ermöglicht wird. Dies ist erforderlich, da M.SssI für E. coli toxisch ist. Die Transkription 
wird durch Zugabe von L-Arabinose induziert. In ihrer Abwesenheit ist die Transkription 
gering und kann durch Anwesenheit von D-Glucose noch weiter vermindert werden. Alle 
M.SssI-kodierenden Plasmide basieren auf dem pBAD24 Vektor, der zudem das Gen für 
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eine Ampicillin-Resistenz (AmpR) trägt und so eine Selektion nach Transformation von 
E. coli Zellen ermöglicht.  
Der M.SssI-Wildtyp enthält zwei Cysteine: das katalytische Cys141 und Cys368. Cys368 
ist nicht essentiell für die Katalyse und wurde gegen Alanin ausgetauscht. Die Variante 
M.SssI-His6-NC trägt außerdem eine S2C-Mutation und besitzt dadurch einen Met-Cys-N-
Terminus (Abb. 3.3). Am C-Terminus befindet sich ein His6-Affinitätsmarker, der eine 
Reinigung der Variante durch Nickel-Affinitätschromatographie (immobilized-metal 
affinity chromatography, IMAC) ermöglicht. M.SssI-His6-NC (45,3 kDa) wurde in E. coli 
ER1821 exprimiert und über Nickel-Affinitäts- gefolgt von Kationenaustauscher-
Chromatographie bis zu einem Reinheitsgrad von über 90% aufgereinigt (Abb. 3.4).  
 
Abb. 3.3: Variante M.SssI-His6-NC mit einem Met-Cys-N-Terminus, die im Plasmid pBHNC-MSssI 
kodiert ist. 
 
Abb. 3.4: M.SssI-His6-NC nach Nickel-Affinitäts- und Kationenaustauscher-Chromatographie 
analysiert durch SDS-PAGE. Spur 1: MW Marker; Spur 2: M.SssI-His6-NC. 
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Die Zellaufzucht erfolgte in fünf 200 ml-Kulturen und es konnte eine gute Proteinausbeute 
(5,7 mg/l) erzielt werden. Allerdings war eine Erhöhung der Kulturgröße mit einer 
Verringerung der Proteinausbeute pro Liter verbunden. Diese Abhängigkeit der Ausbeute 
an Protein pro Liter Kultur von der Kulturgröße konnte nicht geklärt werden. 
Beim heterobifunktionellen Crosslinking wurde festgestellt, dass das N-terminale Cystein 
von M.SssI-His6-NC mit einem 5'-Maleimid-TFO langsam und kaum reagiert (s. 3.4.2). 
Diese geringe Reaktivität des N-terminalen Cysteins kann durch Unzugänglichkeit des N-
Terminus sowie durch zwei Nebenreaktionen bei der Expression in E. coli, nämlich eine 
zusätzliche Entfernung des Cysteins durch MetAP oder eine Modifikation des freien N-
terminalen Cysteins in vivo durch E. coli-Metaboliten, erklärt werden.  
Dem M.SssI-Modell (s. Abb. 1.3) zufolge ist der N-Terminus auf der Rückseite des 
Enzyms lokalisiert und sollte für eine Modifikation zugänglich sein. Die Relevanz des 
Modells ist aber nicht klar und kann erst durch direkte Aufklärung der dreidimensionalen 
Struktur von M.SssI bestätigt werden. 
Eine Abspaltung des Cysteins zusätzlich zur Entfernung des N-terminalen Methionins 
wurde bereits beobachtet (Iwai & Plückthun, 1999; Gentle et al., 2004), allerdings wurde 
eine solche katalytische Aktivität für MetAP bisher nicht beschrieben. In beiden 
literaturbekannten Fällen wies der dritte Aminosäurerest eine kurze Seitenkette (Ala bzw. 
Ser) auf. Durch Austausch dieses dritten Restes gegen Arg, Leu oder Glu konnten Gentle 
et al. (2004) diese Nebenreaktion unterdrücken. Bei M.SssI-His6-NC ist die dritte 
Aminosäure ein Lysin, das durch seine relative lange Seitenkette eine zusätzliche 
Entfernung des Cysteins verhindern sollte. 
Die Modifikation des freien N-terminalen Cysteins in vivo durch E. coli-Metaboliten 
wurde ebenfalls bei Gentle et al. (2004) berichtet. Dabei wurde die partielle Bildung eines 
Thiazolidin-Derivats durch Reaktion des N-terminalen Cysteins mit Pyruvinsäure, die in 
E. coli in hohen Konzentrationen vorliegt, beobachtet. Durch Optimierung der 
Kulturbedingungen konnte diese Modifikation verringert aber nicht komplett unterdrückt 
werden. 
Die erfolgreiche Abspaltung des N-terminalen Methionins bei der Variante M.SssI-His6-
NC konnte durch Massenspektrometrie gezeigt werden. Nach Chymotrypsin-
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Fragmentierung wurden die erzeugten Peptid-Fragmente massenspektrometrisch in der 
Gruppe von A. Kiss (BRC Szeged, Ungarn) analysiert. Neben der Bestätigung, dass nur 
das N-terminale Methionin durch MetAP entfernt wurde, konnte eine Acetylierung des N-
terminalen Cysteins festgestellt werden. Eine Quantifizierung sowie eine Lokalisation der 
Acetylierung war jedoch leider nicht möglich. 
Für die NCPL müssen sowohl die Thiol- als auch die Aminogruppe des N-terminalen 
Cysteins unmodifiziert vorliegen. Aufgrund der geringen Reaktivität des N-terminalen 
Cysteins von M.SssI-His6-NC beim heterobifunktionellen Crosslinking (s. 3.4.2) und der 
nachgewiesenen Acetylierung sollte das für die NCPL nötige, N-terminale Cystein mit 
Hilfe von spezifischen Proteasen erzeugt werden.  
3.1.2.2 Fragmentierung mit Enterokinase und Faktor Xa 
Proteine mit N-terminalen Cysteinen können durch Fragmentierung mit spezifischen 
Proteasen, die C-terminal zu ihrer Erkennungssequenz oder N-terminal zu Cystein 
innerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden, hergestellt werden. Beispiele dafür sind 
Enterokinase (DDDDK↓), Faktor Xa (IEGR↓) und TEV-Protease (ENLYFQ↓C). 
Im Fall von Enterokinase wurden Expressionsvektoren von Sigma entwickelt, die die 
Expression von Proteinen mit einem FLAG-Affinitätsmarker ermöglichen. Der FLAG- 
Affinitätsmarker (DYKDDDDK) ist ein Octapeptid, das die Erkennungssequenz von 
Enterokinase enthält und von ANTI-FLAG Antikörpern spezifisch gebunden wird. Der 
ANTI-FLAG Antikörper kann in der Affinitätschromatographie oder zur Detektion durch 
Western Blotting eingesetzt werden. Der FLAG-Marker kann anschließend durch 
Enterokinase entfernt werden. Befindet sich ein Cystein direkt hinter der Schnittstelle, so 
entsteht ein Protein mit einem freien, N-terminalen Cystein. Das Plasmid pBFL-MSssI-2, 
das die Variante FLAG-M.SssI kodiert (Abb. 3.5), wurde in der Gruppe von A. Kiss (BRC 
Szeged, Ungarn) entworfen und zur Verfügung gestellt. FLAG-M.SssI besitzt die Wildtyp-
Sequenz enthält aber am N-Terminus einen FLAG-Affinitätsmarker, auf den ein Cystein 
folgt.  
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Abb. 3.5: Variante FLAG-M.SssI, die im Plasmid pBFL-MSssI-2 kodiert ist und ein Cystein nach 
dem N-terminalen FLAG-Marker besitzt. 
FLAG-M.SssI wurde in E. coli ER1821 exprimiert und durch ANTI-FLAG M2-Agarose 
Affinitätschromatographie bis zu einem Reinheitsgrad von ca. 70% aufgereinigt. Das 
Fusionsprotein konnte jedoch auch in Anwesenheit hoher Enterokinase-Konzentrationen 
(0,25 Gew.%) nur zu ca. 50% fragmentiert werden. Zudem war die Ausbeute an 
gereinigtem Fusionsprotein niedrig (1,2 mg/l nach einem Reinigungsschritt) und das 
FLAG-System daher nicht ökonomisch. 
Als Alternative wurde ein System aus Faktor Xa und Maltose-bindende Protein (MBP, 
maltose binding protein) untersucht. Faktor Xa wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um 
Proteine mit einem N-terminalen Cystein für NCPL zu erhalten (Erlanson et al., 1996; Xu 
et al., 1998). Das Plasmid pBMXH-MSssI, das die Variante MBP-Xa-M.SssI-His6 kodiert, 
wurde für diesen Zweck in der Gruppe von A. Kiss (BRC Szeged, Ungarn) entworfen und 
zur Verfügung gestellt. Da das Cys368 des Wildtyps nicht essentiell ist, wurde es gegen 
Alanin ausgetauscht. Am N-Terminus ist M.SssI mit MBP, das eine Reinigung des 
Fusionsproteins durch Amylose-Affinitätschromatographie ermöglicht, und am C-
Terminus mit einem His6-Affinitätsmarker fusioniert. Zwischen dem MBP und M.SssI 
befindet sich die außerdem eine Faktor Xa Erkennungssequenz, auf die ein Cystein folgt 
(Abb. 3.6). 
 
Abb. 3.6: Variante MBP-Xa-M.SssI-His6, die im Plasmid pBMXH-MSssI kodiert ist und ein Cystein 
nach einer Faktor Xa-Erkennungssequenz trägt. 
MBP-Xa-M.SssI-His6 wurde in E. coli ER1821 exprimiert und durch Nickel- gefolgt von 
Amylose-Affinitätschromatographie gereinigt. Die Proteinausbeute (2,6 mg/l) und -reinheit 
(ca. 80%) stellt eine Verbesserung gegenüber dem FLAG-M.SssI-System dar. Bei der 
Fragmentierung mit Faktor Xa wurde jedoch festgestellt, dass Faktor Xa nicht nur an 
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seiner Erkennungssequenz schneidet, sondern M.SssI komplett fragmentiert. Diese 
unspezifische Fragmentierung von Faktor Xa gegenüber einzelnen Proteinen ist 
literaturbekannt (Übersicht: Jenny et al., 2003) und wurde mit der dreidimensionalen 
Faltung dieser Proteine korreliert (unpublizierte Beobachtungen, New England Biolabs). 
Die Fragmentierung von MBP-Xa-M.SssI-His6 wurde daher in Anwesenheit eines kurzen, 
spezifischen DNA-Duplex bzw. von AdoHcy (2) durchgeführt, um die Faltung von M.SssI 
zu stabilisieren und dadurch den Zugang für Faktor Xa zu erschweren. Die vollständige 
Fragmentierung des Enzyms konnte aber in keinem Fall unterbunden werden. Die Zugabe 
von SDS konnte M.SssI vor Fragmentierung durch Faktor Xa schützen, aber die damit 
verbundene Denaturierung von M.SssI führte zum Verlust der DNA-
Methyltransferaseaktivität.  
3.1.2.3 Fragmentierung mit der Tobacco Etch Virus (TEV) Protease 
Als beste Alternative zu Enterokinase und Faktor Xa erwies sich die Tobacco Etch Virus 
(TEV) Protease. Diese besitzt eine Erkennungssequenz aus sieben Aminosäureresten 
(ENLYFQ↓S/G) und schneidet hochspezifisch zwischen Gln (Position P1) und Ser bzw. 
Gly (Position P1'). Die TEV-Protease akzeptiert jedoch auch Substrate mit anderen P1' 
Aminosäureresten, so z.B. Cys (Kapust et al., 2002), und wurde bereits erfolgreich zur 
Produktion von Proteinen mit einem N-terminalen Cystein für NCPL eingesetzt (Tolbert & 
Wong, 2002; Tolbert et al., 2005).  
Das Plasmid pBNHT-MSssI, das die Variante His6-TEV-M.SssI kodiert, wurde in der 
Gruppe von A. Kiss (BRC Szeged, Ungarn) entworfen und zur Verfügung gestellt. His6-
TEV-M.SssI (47,3 kDa) besitzt die Wildtyp-Sequenz. Am N-Terminus befindet sich ein 
His6-Affinitätsmarker, auf den eine modifizierte TEV-Erkennungssequenz mit Cys an der 
P1' Position folgt (Abb. 3.7). Durch die Klonierung entstand ein zusätzliches Cystein nahe 
dem N-Terminus (A. Kiss, persönliche Mitteilung), so dass die Variante insgesamt vier 
Cysteine besitzt. Nach Fragmentierung mit der TEV-Protease geht der His6-Marker 
verloren und Cys-M.SssI sollte dann von unfragmentierter His6-TEV-M.SssI und von der 
TEV Protease, die ebenfalls einen His6-Marker besitzt, auf einer Nickel-Affinitätssäule 
abgetrennt werden können. 
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Abb. 3.7: Variante His6-TEV-M.SssI, die im Plasmid pBNHT-MSssI kodiert ist. 
Die Expression von His6-TEV-M.SssI in E. coli ER1821 erwies sich als sehr gering (Abb. 
3.8). Der Vergleich mit den anderen in dieser Arbeit beschriebenen Varianten deutet darauf 
hin, dass der N-terminale His6-Marker für dieses Verhalten verantwortlich ist. Der E. coli-
Stamm MDS42 (Pósfai et al., 2006), der ein reduziertes E. coli-Genom besitzt, zeigt eine 
erhöhte Transfektionseffizienz und ermöglicht die Expression von Proteinen, die in 
anderen E. coli-Stämmen schwierig ist. Auch für His6-TEV-M.SssI konnte in E. coli 
MDS42 eine verbesserte Expression beobachtet werden (Abb. 3.8).  
His6-TEV-M.SssI wurde durch Nickel-Affinitäts- gefolgt von Kationenaustauscher-
Chromatographie bis zu einem Reinheitsgrad von ca. 85% aufgereinigt. Die Ausbeute an 
Protein (2,6 mg/l) war vergleichbar mit der Ausbeute an MBP-Xa-M.SssI-His6 aber nur 
halb so hoch wie für M.SssI-His6-NC. 
 
Abb. 3.8: Expression von His6-TEV-M.SssI in E. coli ER1821 (links) und MDS42 (rechts) analysiert 
durch SDS-PAGE. Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: Rohextrakt vor Induktion; Spuren 3: 
Rohextrakt nach Induktion. Die His6-TEV-M.SssI-Bande ist durch einen Pfeil markiert. 
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Die Fragmentierung mit der TEV-Protease wurde bei 4ºC durchgeführt, um ein Ausfallen 
der M.SssI-Variante zu vermeiden. His6-TEV-M.SssI wurde zunächst 8 h mit 3,3 Gew.% 
TEV-Protease inkubiert, wobei das Fusionsprotein zu ca. 50% fragmentiert wurde. Zur 
Vervollständigung der Reaktion wurden erneut 3,3 Gew.% TEV-Protease zugegeben und 
die Inkubation über Nacht fortgesetzt. Dadurch konnte eine Fragmentierung von ca. 80% 
erreicht werden, ohne dass eine unspezifische Spaltung von Cys-M.SssI beobachtet wurde 
(Abb. 3.9). 
Cys-M.SssI wurde durch Nickel-Affinitätschromatographie bis zu einem Reinheitsgrad 
von ca. 90% aufgereinigt. Cys-M.SssI (44,8 kDa), die keinen His6-Marker mehr besitzt, ist 
im Gegensatz zu unfragmentierter His6-TEV-M.SssI (47,3 kDa) und der TEV-Protease 
(27 kDa) nicht mehr in der Lage, an die Nickel-Säule zu binden und konnte daher im 
Durchlauf isoliert werden. Cys-M.SssI konnte so von der TEV-Protease und zum großen 
Teil vom Fusionsprotein befreit werden (Abb. 3.9). Eine Verunreinigung mit einem MW 
von ca. 75 kDa blieb dagegen erhalten. Cys-M.SssI wurde anschließend in M.SssI-
Lagerpuffer überführt und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Ausbeute an gereinigter 
Cys-M.SssI betrug 49%.  
 
Abb. 3.9: SDS-PAGE-Analyse der Fragmentierung von His6-TEV-M.SssI mit TEV-Protease und 
Reinigung von Cys-M.SssI durch Nickel-Affinitätschromatographie. Spur 1: MW Marker; Spur 2: 
Fragmentierungsansatz nach 8 h; Spur 3: Fragmentierungsansatz nach erneuter Zugabe von TEV-
Protease und 24 h; Spur 4: Eluat in Gegenwart von 250 mM Imidazole; Spur 5: Cys-M.SssI im 
Durchlauf. 
40 
HERSTELLUNG VON M.SSSI-TFO-KONJUGATEN 
 
3.1.3 Kupplung von Cys-M.SssI mit Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 durch NCPL 
Die nach TEV-Fragmentierung gewonnene Cys-M.SssI sollte anschließend mit Thioester-
HN-PEG2+6-TFO1 durch NCPL gekuppelt werden. Die NCPL wird meistens bei einem 
pH-Wert von 7–8 in Anwesenheit von Thiol-Katalysatoren durchgeführt, wobei die Edukte 
am Besten in hohen Konzentrationen eingesetzt werden. Die Thiol-Katalysatoren sorgen 
dafür, dass wenig reaktive Thioester in situ durch Umthioesterung aktiviert werden. 
Gleichzeitig stellen sie sicher, dass das N-terminale Cystein reduziert vorliegt und 
unproduktive Umthioesterungen mit internen Cysteinen rückgängig gemacht werden 
(s. 1.4.1). Der Thioester sollte zudem nicht in zu großem Überschuss eingesetzt werden, 
um eine Nebenreaktion mit Aminogruppen von Lysinresten zu vermeiden. 
Die NCPL von Cys-M.SssI und Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 wurde bei einem pH-Wert 
von 8,0 bzw. 8,5 und in An- bzw. Abwesenheit von MESNA durchgeführt. Thioester-HN-
PEG2+6-TFO1 wurde dabei stöchiometrisch bzw. im zehnfachen Überschuss eingesetzt. 
Nach 4 h Inkubationszeit wurde die Bildung eines Produktes beobachtet. Anhand der 
geringeren Mobilität bei der SDS-PAGE, die ein höheres Molekulargewicht anzeigt, wurde 
es dem N-terminalen Konjugat (NT-Konjugat) zugeordnet (Abb. 3.10). Der pH-Wert 
zeigte dabei keinen Einfluß auf die Reaktion. Im Fall eines zehnfachen Überschusses an 
Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 wurde die Ausbeute an Konjugat leicht erhöht, aber 
gleichzeitig die Bildung von weiteren Produkten beobachtet. Dies konnte auf eine 
Nebenreaktion mit Aminogruppen von Lysinen zurückgeführt werden.  
Obwohl Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 eine für NCPL wenig geeignete Benzylthioester-
Gruppe besitzt, wurden auch ohne MESNA-Zusatz geringe Mengen an Konjugat erhalten. 
Dabei ist jedoch zu beachten, dass MESNA nicht das am stärksten aktivierende Reagenz 
für NCPL ist, sondern aufgrund seiner guten Wasserlöslichkeit bevorzugt wird. Darüber 
hinaus schafft es reduktive Bedingungen, wird von Proteinen gut toleriert und soll wie 
andere Thiol-Katalysatoren in der Lage sein, unproduktive Nebenreaktionen zu vermeiden.  
41 
HERSTELLUNG VON M.SSSI-TFO-KONJUGATEN 
 
 
Abb. 3.10: NCPL von Cys-M.SssI mit stöchiometrischen Mengen bzw. mit einem zehnfachen 
Überschuss an Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 in Ab- (oben) bzw. Anwesenheit (unten) von MESNA 
bei pH 8,5 analysiert durch SDS-PAGE. Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: Cys-M.SssI; Spuren 3: 
direkt nach dem Mischen; Spuren 4: 4 h; Spuren 5: 8 h; Spuren 6: 24 h; Spuren 7: 48 h 
Inkubationszeit.  
Abb. 3.10 zeigt auch, dass die Ligationsausbeute durch lange Inkubationszeiten nicht 
verbessert werden konnte. Stattdessen überwiegt ein Ausfallen der Proteine, das am 
kontinuierlichen Verschwinden der Proteinbanden festgemacht werden kann. Da die 
Proteinbanden bei den Kontrollreaktionen in Ab- sowie in Anwesenheit von MESNA 
schwacher wurden, scheint dieser Katalysator nicht denaturierend zu wirken. 
Die NCPL wurde nach einer Vorinkubation von Cys-M.SssI mit Tris(2-
carboxyethyl)phosphin Hydrochlorid (TCEP) zur vollständigen Reduktion der Thiolgruppe 
wiederholt (Abb. 3.11). Diese Vorinkubation mit TCEP zeigte aber keinen wesentlichen 
Einfluß auf die Ligationsausbeute und es wurde nur ca. 5% NT-Konjugat gebildet, wobei 
wieder die Bildung von mehreren Produkten bei einem Überschuss an Thioester-HN-
PEG2+6-TFO1 beobachtet wurde. Die Analyse des Protein-Niederschlags nach 48 h 
Inkubationszeit bestätigte, dass praktisch die komplette Proteinmenge ausgefallen war. Die 
beste Methode, ein Ausfallen von Cys-M.SssI und Konjugat zu unterdrücken, wäre die 
Durchführung der Reaktion bei 4ºC in Anwesenheit von Detergenzien. Da die NCPL bei 
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Raumtemperatur jedoch nur eine Ausbeute von ca. 5% lieferte, wurde dieser Ansatz nicht 
weiter verfolgt. 
 
Abb. 3.11: NCPL von Cys-M.SssI mit stöchiometrischen Mengen (oben) bzw. mit einem 
zehnfachen Überschuss (unten) an Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 in Anwesenheit von MESNA bei 
pH 8,5 und mit bzw. ohne Vorinkubation von Cys-M.SssI mit TCEP analysiert durch SDS-PAGE. 
Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: direkt nach dem Mischen; Spuren 3: 4 h; Spuren 4: 8 h; 
Spuren 5: 24 h; Spuren 6: 48 h Inkubationszeit; Spuren 7: Niederschlag nach 48 h Inkubationszeit.  
Die Ligationsausbeute könnte vielleicht durch höhere Konzentrationen an Cys-M.SssI 
verbessert werden, wobei allerdings die Gefahr besteht, dass das Protein und das Konjugat 
dann vermehrt ausfällt. Die Konzentration von Cys-M.SssI in den Reaktionsansätzen war 
aber durch die Konzentration der isolierten Cys-M.SssI limitiert. Zur Verbesserung der 
Ausbeute der NCPL könnten bessere Thiol-Katalysatoren als MESNA eingesetzt werden. 
(4-Carboxymethyl)thiophenol (MPAA), die für die NCPL besser geeignet ist (Johnson & 
Kent, 2006), hat sich aber bei der später beschriebenen EPL als ungeeignet erwiesen 
(s. 3.3.3). Der Zusatz anderer Thiole, wie z.B. Ethanthiol, allein oder kombiniert mit 
MESNA, könnte aber Fortschritte bringen. Da die NCPL generell eine langsame Reaktion 
ist, sollte die schneller verlaufende Thiazolidin-Ligation als Kupplungsmethode für Cys-
M.SssI untersucht werden. 
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3.2 Thiazolidin-Ligation 
3.2.1 Einführung einer Aldehyd-Funktion am 5'-Ende eines TFO 
Die für die Thiazolidin-Ligation erforderliche Aldehyd-Funktion kann entweder direkt 
durch Festphasen-DNA-Synthese oder postsynthetisch am 5'-Ende eines 5'-Amino-
modifizierten TFO eingeführt werden. Für die direkte Einführung durch Festphasen-DNA-
Synthese wurde das 5'-Aldehyde Modifier C2 Phosphoramidit von Epoch Biosciences (9, 
Abb. 3.12, links) beim letzten Kupplungsschritt eingesetzt. Ein auf diese Weise 
hergestelltes TFO (Ald-TFO2, Abb. 3.12 rechts) wurde von der Firma Eurogentec 
bezogen. Die als Acetal geschützte Aldehyd-Funktion wurde durch einstündige Inkubation 
in 80%iger Essigsäure entschützt. 
O
O
H
GAGGGAGAGGGG-3'
O
O P
O
O N
O
CN  
Abb. 3.12: Struktur des 5'-Aldehyde Modifier C2 Phosphoramidites (9) (links) und von Ald-TFO2 
(rechts) nach Entschützung in 80%iger Essigsäure. 
Die Aldehyd-Funktion kann ebenfalls postsynthetisch durch Umsetzung eines 5'-Amino-
TFO mit N-Hydroxysuccinimidyl-4-formylbenzoat (10, SFB), das kommerziell erhältlich 
ist, eingeführt werden (Schema 3.2). H2N-PEG2+6-TFO1 wurde mit einem zehnfachen 
Überschuss an SFB (10) in einem Wasser/DMF-Gemisch (7:3) bei Raumtemperatur und 
pH 7,4 inkubiert und die Reaktion durch reversed-phase HPLC verfolgt (Abb. 3.13). Die 
Bildung des Produkts Ald-HN-PEG2+6-TFO1 (Schema 3.2) wurde direkt nach 
Reaktionsstart beobachtet (tR (H2N-PEG2+6-TFO1) = 18,1 min; tR (Ald-HN-PEG2+6-TFO1) 
= 21,8 min) und nach 60 min Inkubationszeit war die Reaktion vollständig abgelaufen. 
Ald-HN-PEG2+6-TFO1 wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt und durch 
Gelfiltration in Wasser überführt. 
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Schema 3.2: Reaktion von H2N-PEG2+6-TFO1 mit N-Hydroxysuccinimidyl-4-formylbenzoat (10, 
SFB) unter Bildung von Ald-HN-PEG2+6-TFO1. 
17 18 19 20 21 22 23
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
Ald-HN-PEG2+6-TFO1
H2N-PEG2+6-TFO1
2
1
3
5
A
bs
or
pt
io
n 
(2
60
 n
m
)
Retentionszeit (min)
4
 
Abb. 3.13: Reversed-phase HPLC-Analyse der Reaktion zwischen H2N-PEG2+6-TFO1 und SFB 
(10) unter Bildung von Ald-HN-PEG2+6-TFO1: 1) H2N-PEG2+6-TFO1; 2) direkt nach dem Mischen; 
3) 15 min; 4) 30 min; 5) 60 min Inkubationszeit. 
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3.2.2 Kupplung von Cys-M.SssI mit Ald-HN-PEG2+6-TFO1 durch Thiazolidin-
Ligation 
Die nach TEV-Fragmentierung gewonnene Cys-M.SssI sollte anschließend mit Ald-HN-
PEG2+6-TFO1 durch Thiazolidin-Ligation gekuppelt werden. Die Thiazolidin-Ligation 
wird normalerweise unter sauren Bedingungen durchgeführt, um eine Imin-Bildung mit 
Aminogruppen zu vermeiden. Die Reaktion sollte aber bei höherem pH-Wert schneller 
ablaufen. Das TFO darf wie im Fall der NCPL nicht in zu großem Überschuss eingesetzt 
werden, um Nebenreaktionen mit Aminogruppen zu vermeiden. Hohe Edukt-
konzentrationen sind wie im Fall der NCPL wünschenswert. 
Die Kupplungsreaktion zwischen Cys-M.SssI und Ald-HN-PEG2+6-TFO1 wurde bei einem 
pH-Wert von 6,5 bzw. 7,5 und mit einem zehnfachen Überschuss an Ald-HN-PEG2+6-
TFO1 gegenüber Cys-M.SssI durchgeführt. Da Ald-HN-PEG2+6-TFO1 ein ähnliches 
Molekulargewicht wie Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 besitzt, sollten die Kupplungsprodukte 
der NCPL und der Thiazolidin-Ligation fast gleiche Mobilitäten bei der SDS-PAGE 
aufweisen. Trotz des Überschusses an Ald-HN-PEG2+6-TFO1 wurde keine unspezifische 
Produktbildung beobachtet. Der pH-Wert zeigte keinen Einfluß auf die 
Ligationsgeschwindigkeit bzw. -ausbeute und ca. 10% NT-Konjugat, das wie erwartet eine 
ähnliche Mobilität wie durch NCPL erhaltenes NT-Konjugat besaß (s. 3.1.3), wurde 
gebildet (Abb. 3.14 oben). Die Thiazolidin-Ligation wurde ebenfalls nach einstündiger 
Vorinkubation von Cys-M.SssI mit TCEP untersucht (Abb. 3.14 unten). Diese Behandlung 
mit TCEP zeigte aber keinen wesentlichen Einfluss auf die Ligationsgeschwindigkeit und 
-ausbeute. Wie bei der NCPL (s. 3.1.3) wurde ein Ausfallen der Proteine festgestellt, 
jedoch in einem deutlich geringeren Ausmaß. Dies wurde auf den niedrigeren pH-Wert bei 
der Kupplungsreaktion zurückgeführt. 
Das Ausfallen der Proteine könnte durch Ausführung der Reaktion bei 4ºC in Anwesenheit 
von Detergenzien vermieden werden. In Anbetracht der geringen Ausbeute bei der 
Ligation waren diesbezügliche Optimierungsversuche aber nicht sinnvoll. Die 
Ligationsausbeute könnte vermutlich durch höhere Konzentrationen an Cys-M.SssI und 
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Ald-HN-PEG2+6-TFO1 erhöht werden. Die Konzentration von Cys-M.SssI im Ansatz war 
aber aus demselben Grund wie bei der NCPL begrenzt (s. 3.1.3).  
 
Abb. 3.14: SDS-PAGE-Analyse der Thiazolidin-Ligation von Cys-M.SssI mit einem zehnfachen 
Überschuss an Ald-HN-PEG2+6-TFO1 bei pH 6,5 bzw. 7,5 und ohne (oben) bzw. mit (unten) 
Vorinkubation von Cys-M.SssI mit TCEP. Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: direkt nach dem 
Mischen; Spuren 3: 1 h; Spuren 4: 4 h; Spuren 5: 8 h; Spuren 6: 24 h Inkubationszeit; Spuren 7: 
Niederschlag nach 24 h Inkubationszeit. 
Die Ausbeute der Thiazolidin-Ligation war etwas besser als im Fall der NCPL, aber 
trotzdem gering. Da das N-terminale Cystein durch Fragmentierung mit der TEV-Protease 
hergestellt wurde, kann diese geringe Reaktivität nicht auf eine Modifikation der 
Aminosäure zurückgeführt werden. Da die NCPL und die Thiazolidin-Ligation nicht unter 
optimalen Bedingungen durchgeführt werden konnten, ließ sich die Zugänglichkeit des N-
Terminus jedoch nicht näher untersuchen.  
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3.3 Expressed Protein Ligation (EPL) 
3.3.1 Einführung einer Cystein-Funktion am 5'-Ende eines TFO 
Die für die EPL nötige Cystein-Funktion kann entweder direkt durch Festphasen-DNA-
Synthese oder postsynthetisch am 5'-Ende eines TFO eingeführt werden. Bei der direkten 
Einführung durch Festphasen-DNA-Synthese wird das Oligonucleotide Modifying Reagent 
(11, OMR) O-trans-4-(N-α-Fmoc-S-tert-butylsulphenyl-L-cysteinyl)-aminocyclo-hexyl-O-
[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidit (Abb. 3.15) eingesetzt. OMR (11) 
wurde von Stetsenko und Gait (2000) entwickelt, um 5'-Cysteinyl-ODN direkt durch 
Festphasen-DNA-Synthese herzustellen. Diese wurden dann mit Peptid-Thioester, die mit 
dem Modifikationsreagenz PMR (8) hergestellt wurden, durch NCPL gekuppelt. 
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Abb. 3.15: Struktur des Oligonucleotide Modifying Reagent (11, OMR). 
Die Fmoc-Schutzgruppe am Cystein wird bei der Abspaltung des ODN von der Festphase 
entfernt. Die S-tert-butylsulphenyl-Schutzgruppe kann ihrerseits mit TCEP oder DTT 
entfernt werden. Meistens wird aber die Schutzgruppe in situ durch die bei der Ligation 
zugesetzten Thiol-Katalysatoren abgespalten. 
Cys-PEG3-TFO2, ein 12mer mit einem PEG3-Linker und einer S-tert-butylsulphenyl-L-
cysteinyl-Gruppe am 5'-Ende (Abb. 3.16), wurde nach Standardverfahren synthetisiert, von 
der Festphase abgespalten und aufgereinigt. Eine Probe wurde durch MALDI-TOF-MS 
analysiert, um zu bestätigen, dass die Cystein-Funktion anwesend war. Die experimentell 
bestimmte Masse (m/z = 4424,4 [M + H]+) stimmte dabei mit der berechneten Masse 
(m/z = 4418,7 [M  + H]+) im Rahmen der Meßgenauigkeit überein. 
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Abb. 3.16: Struktur von Cys-PEG3-TFO2. 
Die Cystein-Funktion kann ebenfalls postsynthetisch durch Umsetzung eines 5'-Amino-
ODN mit dem Cystein-Modifikationsreagenz 12 eingeführt werden (Schema 3.3). Das 
Reagenz 12 wurde von Lovrinovic & Niemeyer (2005) entwickelt, um 5'-Cysteinyl-ODN 
für die EPL mit Protein-Thioester herzustellen. 
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Schema 3.3: Reaktion von H2N-C3-ODN1 mit dem Cystein-Modifikationsreagenz 12 gefolgt von 
der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Ammoniak unter Bildung von Cys-HN-C3-ODN1. 
H2N-C3-ODN1, ein 16mer mit einem Aminopropylgruppe am 5'-Ende (Schema 3.3), 
wurde mit einem 25fachen Überschuss an Cystein-Modifikationsreagenz 12 in einem 
Wasser/DMF-Gemisch (1:1) bei pH 8,5 und Raumtemperatur inkubiert. Die Bildung des 
Produkts Fmoc-Cys-HN-C3-ODN1 wurde direkt nach Reaktionsstart beobachtet und war 
nach 1 h Inkubationszeit bereits praktisch beendet. Fmoc-Cys-HN-C3-ODN1 wurde durch 
reversed-phase HPLC gereinigt und die Aminogruppe durch sechsstündige Inkubation mit 
33%igem Ammoniak entschützt. Cys-HN-C3-ODN1 (Schema 3.3), das noch die S-tBu-
Schutzgruppe besitzt, wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt und durch Gelfiltration 
entsalzt. Die erfolgreiche Einführung der Cystein-Funktion gefolgt von der Abspaltung der 
Fmoc-Schutzgruppe wurde durch reversed-phase HPLC Analyse bestätigt (Abb. 3.17). 
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ODN1 ist nicht in der Lage eine Triplehelix zu bilden und das modifizierte ODN Cys-HN-
C3-ODN1 soll neben Cys-PEG3-TFO2 zur Untersuchung und Optimierung der EPL 
eingesetzt werden. 
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Abb. 3.17: Reversed-phase HPLC-Analyse der Einführung einer Cystein-Funktion in H2N-C3-
ODN1 gefolgt von der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Ammoniak: 1) H2N-C3-ODN1 
(tR = 15,7 min); 2) Fmoc-Cys-HN-C3-ODN1 (tR  = 27,9 min); 3) Cys-HN-C3-ODN1 (tR = 18,7 min). 
3.3.2 Herstellung von M.SssI mit einem C-terminalen Thioester 
Ein Plasmid, das für ein Fusionsprotein aus M.SssI, dem Gyrase A Intein vom 
Mycobacterium xenopi (Mxe GyrA Intein) und einem Affinitätsmarker kodiert, soll 
entworfen werden, um M.SssI mit einem C-terminalen Thioester herzustellen. Das 
Fusionsprotein soll in E. coli überexprimiert und auf einer entsprechenden Affinitätssäule 
immobilisiert werden. Die Intein-Fragmentierung soll dann durch Zusatz eines Thiols 
induziert werden. Anschließend soll M.SssI-Thioester von der Säule eluiert und durch 
Kationenaustauscher-Chromatographie weiter gereinigt werden. 
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3.3.2.1 Konstruktion des Plasmids pBAM1-MSssI 
Das Plasmid pBAM1-MSssI, das für ein Fusionsprotein aus M.SssI, dem Mxe GyrA Intein 
und der Chitin-Bindungsdomäne (chitin binding domain, CBD) aus Bacillus circulans 
kodiert, wurde kloniert. Dazu wurde zuerst das intermediäre Plasmid pTWIN-AM1 
hergestellt. Ein C-terminales Fragment des M.SssI-Gens im Plasmid pBH-MSssI, das sich 
vom pBHNC-Plasmid (s. Abb. 3.2) nur durch die Anwesenheit eines C-terminalen 
Cysteins unterscheidet, wurde mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden der His6-Marker, 
das C-terminale Cystein sowie das Stop-Codon entfernt und durch eine R.NcoI-
Schnittstelle ersetzt. Das Amplifikat wurde dann mit R.XbaI und R.NcoI am N-Terminus 
des Mxe GyrA Intein Gens im Plasmid pTWIN1 eingefügt und auf diese Weise Plasmid 
pTWIN-AM1 erzeugt (Schema 3.4).  
Das Plasmid pTWIN1 wurde von New England Biolabs entwickelt, um Proteine mit einem 
N-terminalen Cystein durch das DnaB Intein aus Synechocystis sp (Ssp Intein) bzw. mit 
einem C-terminalen Thioester mit Hilfe des Mxe GyrA Inteins (Mxe Intein) herzustellen. 
Dabei werden entweder das MxeIntein-CBD- oder das CBD-SspIntein-Fragment durch das 
gewünschte Protein ersetzt. Werden Proteine zwischen den beiden R.SapI-Schnittstellen in 
der multiple cloning site (MCS) kloniert, dann können Proteine mit einem N-terminalen 
Cystein und einem C-terminalen Thioester hergestellt und durch EPL cyclisiert werden. 
Das pTWIN1 Plasmid trägt außerdem das Gen für die Ampicillin-Resistenz (AmpR). Die 
Transkription steht unter Kontrolle des T7-Promoters, der durch Bindung des Lac-
Repressors, der im lacI-Gen kodiert ist, reguliert wird. Da der T7-Promoter sich für die 
toxische DNA-MTase M.SssI als zu undicht erwiesen hatte (A. Kiss, persönliche 
Mitteilung) wurde das Fusionsprotein unter Kontrolle des pBAD Promotors (s. 3.1.2.1) 
gestellt und das C-terminale M.SssI-MxeGyrA-CBD-Fragment aus pTWIN-AM1 in das 
Plasmid pBH-MSssI mit R.XbaI und R.PstI zurückkloniert. Das so gewonnene Plasmid 
wurde pBAM1-MSssI genannt (Schema 3.5). 
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Schema 3.4: Strategie zur Klonierung des pTWIN-AM1-Plasmids. 
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Schema 3.5: Strategie zur Klonierung des pBAM1-MSssI-Plasmids. 
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3.3.2.2 Untersuchung des Plasmids pBAM1-MSssI 
Das im Plasmid pBAM1-MSssI kodierte Fusionsprotein, M.SssI-S-MxeGyrA-CBD, wurde 
in E. coli ER1821 exprimiert, bei 4ºC auf einer Chitin-Säule immobilisiert und die Säule 
über Nacht mit 50 mM MESNA inkubiert, um die Intein-Fragmentierung zu induzieren. 
Am nächsten Morgen wurde die Säule intensiv gewaschen, wobei Fraktionen gesammelt 
wurden, die durch SDS-PAGE analysiert wurden. Eine Probe der Chitin-Matrix nach dem 
Waschen wurde ebenfalls untersucht, um den Erfolg der Fragmentierung zu quantifizieren. 
Dabei wurde β-Mercaptoethanol im SDS-Probenpuffer durch TCEP ersetzt, da Thiole die 
Intein-Fragmentierung induzieren und zu einer Überschätzung der Fragmentierung führen 
könnten.  
Es wurde festgestellt, dass kaum M.SssI-Thioester in den Wasch-Fraktionen anwesend war 
und dass das Fusionsprotein praktisch noch intakt auf der Chitin-Matrix immobilisiert 
vorlag. Die Fragmentierung wurde wahrscheinlich durch ein Serin gestört, das sich 
aufgrund der Klonierung über die R.NcoI-Schnittstelle im pTWIN1-Plasmid vor dem 
katalytischen Cystein des Mxe GyrA Inteins befindet (Southworth et al., 1999; Paulus, 
2000). Dieses störende Serin sollte daher ausgetauscht werden. 
3.3.2.3 Konstruktion des Plasmids pBAM2-MSssI 
Das störende Serin wurde gegen Tyrosin, das natürlicherweise vor dem katalytischen 
Cystein im Mxe GyrA Intein vorkommt und daher die Intein-Fragmentierung nicht 
behindern sollte, ausgetauscht. Dazu wurde ein synthetisch hergestelltes DNA-Fragment 
mit R.NcoI und R.BcuI in das Plasmid pBAM1-MSssI kloniert. Das so gewonnene 
Plasmid wurde pBAM2-MSssI genannt. 
3.3.2.4 Untersuchung des Plasmids pBAM2-MSssI 
Das im Plasmid pBAM2-MSssI kodierte Fusionsprotein, M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD 
(73,5 kDa), wurde in E. coli ER1821 exprimiert, bei 4ºC auf einer Chitin-Säule 
immobilisiert und die Säule über Nacht mit 50 mM MESNA inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurde M.SssI-Thioester (44,3 kDa) eluiert, wobei nur ein kleiner Teil des M.SssI-
Thioesters isoliert wurde. Die Untersuchung der Chitin-Matrix nach Elution durch SDS-
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PAGE zeigte, dass die Intein-Fragmentierung zu ca. 50% stattgefunden hatte, aber dass ein 
Großteil des M.SssI-Thioesters zusammen mit dem unfragmentierten Fusionsprotein 
(73,5 kDa) und dem Mxe GyrA-CBD-Fragment (29,2 kDa) noch an der Chitin-Säule 
gebunden war (Abb. 3.18). Bei einer Wiederholung der Fragmentierung wurde die Chitin-
Säule mit 100 mM MESNA und 0,1% Triton X-100 inkubiert. Diesmal wurden mehr als 
90% des Fusionsproteins fragmentiert aber trotz intensiven Waschens in Anwesenheit von 
Triton X-100, um unspezifische Bindung mit der Matrix zu unterdrücken, blieb ein 
Großteil an M.SssI-Thioester an der Chitin-Matrix gebunden (Abb. 3.18).  
 
Abb. 3.18: SDS-PAGE-Analyse der Intein-Fragmentierung des im pBAM2-MSssI kodierten 
Fusionsproteins mit MESNA. Spur 1: MW Marker; Spur 2: Chitin-Matrix nach Behandlung mit 
50 mM MESNA und Waschen der Säule; Spur 3: Chitin-Matrix nach Behandlung mit 100 mM 
MESNA und Waschen der Säule in Anwesenheit von Triton X-100. 
Die Ausbeute an M.SssI-Thioester konnte nicht durch Waschen mit größeren Volumina 
bzw. in Anwesenheit von hohen Salz-Konzentrationen verbessert werden. Erst nach 
Denaturierung mit SDS konnte M.SssI-Thioester von der Chitin-Matrix eluiert werden. 
Die Chitin-Säule war für eine Reinigung des M.SssI-Thioesters unter nativen Bedingungen 
ungeeignet, so dass ein His6-Marker am C-Terminus des Fusionsproteins kloniert werden 
sollte. 
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3.3.2.5 Konstruktion des Plasmids pBAM3-MSssI 
Das Plasmid pBAM3-MSssI (Abb. 3.19), bei dem ein His6-Marker am C-Terminus des 
M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD-Fusionsgens kodiert ist, sollte kloniert werden. Dazu wurde der 
C-Terminus des M.SssI-MxeGyrA-CBD-Fusionsgens mittels PCR amplifiziert, wobei der 
reversed Primer die Sequenz für einen His6-Marker gefolgt von einem Stop-Codon und 
eine R.PstI-Schnittstelle enthielt. Das Amplifikat wurde dann mit R.NcoI und R.PstI 
geschnitten und in das ebenfalls mit R.NcoI und R.PstI geschnittene Plasmid pBAM2-
MSssI kloniert.  
3.3.2.6 Untersuchung des Plasmids pBAM3-MSssI 
Das im Plasmid pBAM3-MSssI kodierte Fusionsprotein, M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD-His6, 
wurde in E. coli ER1821 exprimiert, bei 4ºC auf einer Nickel-Affinitätssäule immobilisiert 
und die Säule über Nacht mit 50 mM MESNA inkubiert. Diese MESNA-Konzentration 
reichte aus, um mehr als 90% des Fusionsproteins zu fragmentieren. M.SssI-Thioester 
(44,3 kDa) konnte vollständig von der Säule eluiert werden und wurde durch 
Kationenaustauscher-Chromatographie bis zu einem Reinheitsgrad von ca. 95% 
aufgereinigt (Abb. 3.19). Das Protein wurde aliquotiert und bei -80ºC eingefroren, um eine 
Hydrolyse des C-terminalen Thioesters zu vermeiden. Nach dem Auftauen des Enzyms 
wurde ein Aktivitätstest durchgeführt. Dabei wurde eine unveränderte DNA-
Methyltransferaseaktivität beobachtet. 
M.SssI-Thioester wurde mit einer niedrigen Ausbeute (0,6 mg aus 4 × 1 l Kultur für die 
Expression des Fusionsproteins) gewonnen. Da die Expression der Variante His6-TEV-
M.SssI in E. coli ER1821 ebenfalls gering war aber in E. coli MDS42 verbessert werden 
konnte (s. 3.1.2.3), wurde die Expression von M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD-His6 auch in 
E. coli MDS42 durchgeführt. In Abb. 3.20 ist die Expression in beiden E. coli Stämmen 
gezeigt. Da kein wesentlicher Unterschied festgestellt wurde, könnte die Ausbeute an 
M.SssI-Thioester durch Wechsel des E. coli Stamms vermutlich nicht verbessert werden. 
Die Herstellung von größeren Mengen an M.SssI-Thioester könnte aber durch parallele 
Durchführung von mehreren kleineren Kulturen erreicht werden.  
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Abb. 3.19: SDS-PAGE-Analyse von M.SssI-Thioester nach Nickel-Affinitäts- und Kationen-
austauscher-Chromatographie. Spur 1: MW Marker; Spur 2: M.SssI-Thioester. 
 
Abb. 3.20: SDS-PAGE-Analyse der Expression des Fusionsproteins M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD-
His6, das im Plasmid pBAM3-M.SssI kodiert ist, in E. coli ER1821 oder MDS42. Spuren 1: 
Rohextrakt vor Induktion; Spuren 2: Rohextrakt nach Induktion; Spur 3: MW Marker. 
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3.3.3 Kupplung des M.SssI-Thioesters mit Cys-PEG3-TFO2 bzw. Cys-HN-C3-ODN1 
durch EPL 
Der mit Hilfe des Mxe GyrA Inteins gewonnene M.SssI-Thioester sollte anschließend mit 
Cys-PEG3-TFO2 bzw. mit Cys-HN-C3-ODN1 durch EPL gekuppelt werden. Der 
Mechanismus der Kupplungsreaktion bei der EPL ist derselbe wie bei der NCPL. Die 
Methoden unterscheiden sich nur in der Lokalisation und der Einführung der funktionellen 
Gruppen und sollen von daher unter denselben Bedingungen durchgeführt werden.  
Als erstes wurden Cys-PEG3-TFO2 und Cys-HN-C3-ODN1 miteinander verglichen und 
mit M.SssI-Thioester bei einem pH-Wert von 8,0 und in Anwesenheit von 200 mM 
MESNA gekuppelt (Abb. 3.21). Die S-tBu-Schutzgruppe am Cystein wurde nicht vor der 
Kupplungsreaktion abgespalten sondern in situ durch MESNA entschützt. Da bei der EPL 
keine Nebenreaktion mit Aminogruppen zu befürchten ist, wurden die ODN im 
dreizehnfachen Überschuss eingesetzt.  
Die gebildeten C-terminalen Konjugate (CT-Konjugate) zeigten aufgrund ihrer fast 
identischen Molekulargewichte ein ähnliches Laufverhalten bei der SDS-PAGE und 
wurden in ca. 30% Ausbeute gebildet, was deutlich besser ist als die Ausbeute bei der 
NCPL (s. 3.1.3) und der Thiazolidin-Ligation (s. 3.2.3). Verglichen mit den NCPL- und 
Thiazolidin-NT-Konjugaten, die ein höheres Molekulargewicht haben, zeigten die EPL-
CT-Konjugate wie erwartet eine größere Mobilität bei der SDS-PAGE-Analyse. Nach 24 h 
Inkubationszeit war eine Doppelbande zu beobachten. Dieses Phänomen wurde auch bei 
den Kontrollreaktionen beobachtet und konnte bis jetzt nicht geklärt werden. Es wurde 
weiterhin beobachtet, dass die Proteinbanden mit steigender Inkubationszeit an Intensität 
verloren. Dies wurde wie bei der NCPL und der Thiazolidin-Ligation durch ein Ausfallen 
der Proteine erklärt und später durch Analyse des Niederschlags nach 24 h Reaktionszeit 
bestätigt. 
58 
HERSTELLUNG VON M.SSSI-TFO-KONJUGATEN 
 
 
Abb. 3.21: SDS-PAGE-Analyse der EPL von M.SssI-Thioester mit Cys-PEG3-TFO2 (links) bzw. 
Cys-HN-C3-ODN1 (rechts) in Anwesenheit von 200 mM MESNA bei pH 8,0 und Raumtemperatur. 
Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: direkt nach dem Mischen; Spuren 3: 8 h; Spuren 4: 24 h; Spuren 
5: 48 h Inkubationszeit.  
Die EPL mit Cys-PEG3-TFO2 wurde mit verschiedenen MESNA-Konzentrationen 
durchgeführt (Abb. 3.22). In Anwesenheit von 1,2 mM MESNA, das ausschließlich aus 
dem M.SssI-Thioester Lagerpuffer stammte, wurde kaum Konjugat gebildet, vermutlich 
weil die S-tBu-Schutzgruppe nicht abgespalten werden konnte. Zwischen einer MESNA-
Konzentration von 100 und 200 mM wurde kein Unterschied in der Reaktions-
geschwindigkeit und -ausbeute beobachtet. Die EPL wurde auch in Anwesenheit von 5, 20 
und 50 mM MESNA durchgeführt. Obwohl keine wesentlichen Unterschiede beobachtet 
wurden, schien eine Konzentration von 100 mM MESNA optimal zu sein. 
 
Abb. 3.22: SDS-PAGE-Analyse der EPL von M.SssI-Thioester mit einem dreizehnfachen 
Überschuss an Cys-PEG3-TFO2 in Anwesenheit von 200 mM, 100 mM bzw. 1,2 mM MESNA, bei 
pH 8,0 und Raumtemperatur. Spur 1: MW Marker; Spuren 2: direkt nach dem Mischen; Spuren 3: 
8 h; Spuren 4: 24 h; Spuren 5: 48 h Inkubationszeit.  
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Die EPL wurde bei Raumtemperatur sowie bei 4ºC durchgeführt, um ein Ausfallen der 
Proteine zu unterdrücken, wobei Triton X-100, Dodecylmaltosid (DDM) bzw. Poly-
ethylenglycol 8000 (PEG 8000) zugesetzt wurden (Abb. 3.23 oben bzw. unten). Dabei 
wurde festgestellt, dass die Reaktion bei 4ºC langsamer verlief und nur ca. 10% Konjugat 
gebildet wurden, was deutlich weniger ist als bei Raumtemperatur. Dafür fielen bei 4ºC 
weniger Proteine aus. Unter den Detergenzien zeigte sich Triton X-100 als am besten 
geeignet und das Ausfallen der Proteine konnte bei Raumtemperatur um ca. 50% reduziert 
werden. Kombiniert mit der niedrigeren Reaktionstemperatur wurde das Ausfallen noch 
weiter unterdrückt, allerdings auf Kosten der Kupplungsausbeute. Im Fall von DDM wurde 
dagegen kein Einfluss auf das Ausfallen beobachtet. PEG 8000 zeigte bei 4ºC keinen 
Einfluss, förderte aber das Ausfallen bei Raumtemperatur. Die Detergenzien Lauryl-
dimethyloxid (LDAO) und Octyl-Polyoxyethylen (O-POE) wurden ebenfalls untersucht. 
Dabei wurde sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4ºC ein vermehrtes Ausfallen der 
Proteine beobachtet. 
 
Abb. 3.23: SDS-PAGE-Analyse der EPL von M.SssI-Thioester mit einem zehnfachen Überschuss 
an Cys-PEG3-TFO2 in Ab- bzw. Anwesenheit von DDM, PEG 8000 bzw. Triton X-100 und bei 
Raumtemperatur (oben) bzw. 4ºC (unten). Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: direkt nach dem 
Mischen; Spuren 3: 4 h; Spuren 4: 8 h; Spuren 5: 24 h Inkubationszeit; Spuren 6: Niederschlag 
nach 24 h Inkubationszeit.  
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MPAA, das laut Johnson & Kent (2006) der beste Katalysator für NCPL ist (s. 1.4.1) und 
somit auch für die EPL sein sollte, wurde getestet und mit MESNA verglichen (Abb. 3.24), 
um die Ausbeute an Konjugat bei 4ºC zu erhöhen. Aufgrund der geringeren 
Wasserlöslichkeit von MPAA gegenüber MESNA, besonders bei 4ºC, wurden beide 
Katalysatoren mit einer Konzentration von 20 mM eingesetzt. In Anwesenheit von MPAA 
verlief die Reaktion schneller und es wurden ca. 15% Konjugat bei 4ºC gebildet. Mit 
MESNA als Katalysator wurde dagegen nur ca. 10% Konjugat erhalten. Es wurde aber 
festgestellt, dass mehr Proteine in Anwesenheit von MPAA ausfallen, sogar mehr als in 
Anwesenheit von MESNA und Triton X-100 bei Raumtemperatur (Abb. 3.23), was den 
Vorteil der höheren Ausbeute zunichte macht.  
Im Fall von MPAA ist die in situ Aktivierung des eingesetzten Thioesters der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt, während es für MESNA die Umthioesterung ist 
(Johnson & Kent, 2006). Es wäre daher günstig, M.SssI direkt als MPAA-Thioester zu 
isolieren. Aufgrund der niedrigeren Wasserlöslichkeit von MPAA und seiner Neigung, 
Proteine zu denaturieren, konnte aber M.SssI-Thioester nach Intein-Fragmentierung mit 
MPAA nicht isoliert werden.  
 
Abb. 3.24: SDS-PAGE-Analyse der EPL von M.SssI-Thioester mit einem zehnfachen Überschuss 
an Cys-PEG3-TFO2 in Anwesenheit von 20 mM MESNA (links) bzw. MPAA (rechts) bei 4ºC und 
pH 8,0. Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: direkt nach dem Mischen; Spuren 3: 1 h; Spuren 4: 4 h; 
Spuren 5: 8 h; Spuren 6: 24 h Inkubationszeit; Spuren 7: Niederschlag nach 24 h Inkubationszeit.  
Ein Problem, das NCPL, Thiazolidin-Ligation und EPL gemeinsam zeigten, war das 
Ausfallen der Proteine im Lauf der Reaktion kombiniert mit niedrigen Kupplungs-
geschwindigkeiten und -ausbeuten bei Raumtemperatur. Bei 4ºC konnte zwar das 
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Ausfallen deutlich verringert werden, doch verringerten sich auch die Ausbeuten. 
Prinzipiell sollte es möglich sein, NCPL und EPL unter denaturierenden Bedingungen 
duchzuführen, um ein Ausfallen der Proteine zu unterdrücken. Dies setzt allerdings voraus, 
dass sich die M.SssI-Konjugate wieder renaturieren lassen. Erste Erfolge konnten in der 
Gruppe von A. Kiss (BRC Szeged, Ungarn) durch Renaturierung von M.SssI erzielt 
werden. Ob sich dieses Protokoll auch auf die Konjugate übertragen läßt, müßte aber erst 
demonstriert werden. Aufgrund der Probleme, die sich bei der NCPL, Thiazolidin-Ligation 
und EPL gezeigt haben, wurde nach einer Methode, die bei 4ºC schnell und in hohen 
Ausbeuten durchgeführt werden kann, gesucht. 
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3.4 Heterobifunktionelles Crosslinking 
3.4.1 Einführung einer Maleimid-Funktion am 5'-Ende von TFO  
Als erstes wurden 5'-Amino-TFO mit GMBS (6) bzw. mit dem verlängerten Crosslinker 7 
modifiziert und die gebildeten 5'-Maleimid-TFO vom Überschuss an Crosslinker 6 bzw. 7, 
welche die Kupplungsreaktion mit M.SssI stören würden, befreit. H2N-PEG2+6-TFO1 
wurde mit einem 20fachen Überschuss an GMBS (6) in einem Wasser/DMF-Gemisch 
(3:7) bei pH 7,4 und Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion durch reversed-phase 
HPLC verfolgt (Abb. 3.25). Sofort nach Reaktionsstart wurde die Bildung des Produkts 
Mal-HN-PEG2+6-TFO1 (Schema 3.6) beobachtet (tR (H2N-PEG2+6-TFO1) = 17,7 min; 
tR (Mal-HN-PEG2+6-TFO1) = 19,9 min). Nach 1 h Inkubationszeit war keine weitere 
Produktbildung zu verzeichen und modifiziertes Mal-HN-PEG2+6-TFO1 wurde durch 
reversed-phase HPLC gefolgt von Entsalzen durch Gelfiltration gereinigt. Die Ausbeute 
betrug 85%. 
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Abb. 3.25: Reversed-phase HPLC-Analyse der Reaktion zwischen H2N-PEG2+6-TFO1 und GMBS 
(6) unter Bildung von Mal-HN-PEG2+6-TFO1: 1) H2N-PEG2+6-TFO1; 2) direkt nach dem Mischen; 
3) 1 h; 4) 2 h Inkubationszeit. 
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Schema 3.6: Reaktion von H2N-PEG2+6-TFO1 mit GMBS (6) unter Bildung von Mal-HN-PEG2+6-
TFO1. 
H2N-C6-TFO1, das dieselbe Sequenz wie H2N-PEG2+6-TFO1, aber eine 5'-Aminohexyl-
Gruppe besitzt, wurde ebenfalls mit GMBS (6) unter Bildung von Mal-HN-C6-TFO1 
modifiziert (Schema 3.7). Die Ausbeute betrug 75%. 
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Schema 3.7: Reaktion von H2N-C6-TFO1 mit GMBS (6) unter Bildung von Mal-HN-C6-TFO1. 
64 
HERSTELLUNG VON M.SSSI-TFO-KONJUGATEN 
 
Die Modifikation von H2N-C6-TFO1 bzw. von H2N-C6-TFO3, das für den EpCAM-
Promoter entworfen wurde (s. 3.4.5), mit dem verlängerten Crosslinker 7 unter Bildung 
von Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 (Schema 3.8) bzw. Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 (Schema 3.9) 
wurde unter denselben Bedingungen, aber mit einem 40fachen Überschuss an Crosslinker 
7 durchgeführt. Obwohl noch Edukt anwesend war, wurde nach 1 h Inkubationszeit keine 
weitere Produktbildung beobachtet. Eine weitere Zugabe des Crosslinkers 7 nach 1 h 
lieferte keine Verbesserung der Ausbeute. Die Kupplung mit dem verlängerten Crosslinker 
7 verlief etwas langsamer als die mit GMBS (6) und die Endausbeuten an 5'-Maleimid-
TFO waren niedriger. Beispielweise betrug die Ausbeute an Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 
47%, während Mal-HN-C6-TFO1 in 75%iger Ausbeute isoliert wurde.  
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Schema 3.8: Reaktion von H2N-C6-TFO1 mit dem verlängerten Crosslinker 7 unter Bildung von 
Mal-PEG27-HN-C6-TFO1. 
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Schema 3.9: Reaktion von H2N-C6-TFO3 mit dem verlängerten Crosslinker 7 unter Bildung von 
Mal-PEG27-HN-C6-TFO3. 
3.4.2 Kupplung von Mal-HN-PEG2+6-TFO1 mit verschiedenen M.SssI-Varianten 
Das heterobifunktionelle Crosslinking ist im Gegensatz zur NCPL, Thiazolidin-Ligation 
und EPL eine unspezifische Kupplungsmethode, bei der alle anwesenden, zugänglichen 
Cysteine mit 5'-Maleimid-TFO reagieren können. M.SssI besitzt aber einen katalytischen 
Cysteinrest C141 (s. 3.1.2.1), dessen Modifikation zu einem unerwünschten Verlust der 
DNA-Methyltransferaseaktivität führen würde. 
Um ein Bild über die Reaktivität und Zugänglichkeit der Cysteine zu erhalten, wurden 
verschiedene M.SssI-Varianten mit Kombinationen von ein bis drei Cysteinen hergestellt, 
wobei die Cysteine sich im katalytischen Zentrum, am N- oder am C-Terminus des 
Enzyms befinden (Abb. 3.26). Alle kodierenden Plasmide waren wie das Plasmid pBHNC-
MSssI aufgebaut (s. Abb. 3.2) und wurden von der Gruppe von A. Kiss (BRC Szeged, 
Ungarn) zur Verfügung gestellt. N-terminale Cysteine sollten direkt in E. coli mit Hilfe der 
endogenen MetAP erhalten werden (s. 3.1.2.1). Alle Varianten wurden in E. coli ER1821 
exprimiert und durch Nickel-Affinitäts- gefolgt von Kationenaustauscher-Chromatographie 
bis zu einem Reinheitsgrad von ca. 90% aufgereinigt. Dabei wurden die C141S-Varianten 
auf separaten Säulen gereinigt, um eine Kontamination mit vollaktiven M.SssI-Varianten 
auszuschließen.  
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Abb. 3.26: M.SssI-kodierende Plasmide und darin kodierte M.SssI-Varianten. 
Da Thiol-Gruppen bei pH 7,0 ca. 1000fach schneller als Aminogruppen reagieren, werden 
Maleimide typischerweise bei einem pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5 mit Proteinen 
gekuppelt. Mal-HN-PEG2+6-TFO1 wurde zuerst mit den Varianten M.SssI-His6-NS und 
M.SssI-His6-NC, die sich in der Anwesenheit des N-terminalen Cysteins unterscheiden, bei 
Raumtemperatur und einem pH-Wert von 6,5 umgesetzt. Mal-HN-PEG2+6-TFO1 wurde in 
zehnfachem Überschuss eingesetzt und die Reaktion durch SDS-PAGE verfolgt (Abb. 
3.27). Direkt nach Reaktionsstart wurde in beiden Fällen die Bildung eines Hauptproduktes 
mit geringerer Mobilität bei der SDS-PAGE-Analyse beobachtet. Verglichen mit den 
NCPL- (s. 3.1.3) und Thiazolidin-NT-Konjugaten (s. 3.2.2), die fast identische 
Molekulargewichte haben und sich von daher bei der SDS-PAGE gleich verhalten sollten, 
war die Mobilitätsänderung hier allerdings größer. Im Fall von M.SssI-His6-NC wurde 
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nach 4 h Inkubationszeit die zusätzliche Bildung zweier neuer Produkte, die im Vergleich 
zum Hauptprodukt eine geringere bzw. eine größere Mobilität besitzen, beobachtet (Abb. 
3.27 unten).  
Das Hauptprodukt, das im Fall von M.SssI-His6-NS das einzige gebildete Konjugat war, 
wurde dem Kupplungsprodukt mit dem katalytischen Cystein zugeordnet (C141-
Konjugat). Das Nebenprodukt bei der Modifikation von M.SssI-His6-NC mit der größeren 
Mobilität wurde dem N-terminalen Konjugat zugeordnet (NT-Konjugat), da es dieselbe 
Mobilität wie NT-Konjugate aus der NCPL (s. 3.1.3) und der Thiazolidin-Ligation 
(s. 3.2.2) zeigte. Das Nebenprodukt mit der geringeren Mobilität sollte ein 
doppeltmodifiziertes Konjugat darstellen, wobei jeweils ein TFO am N-Terminus und am 
katalytischen Cystein gekuppelt wurde. 
Aus Abb. 3.27 geht weiterhin hervor, dass das C141-Konjugat sofort nach Reaktionsstart 
in ca. 50% Ausbeute gebildet wurde und dass die Ausbeute durch eine längere 
Inkubationszeit nicht verbessert werden konnte. Im Gegensatz dazu war die Reaktion am 
N-Terminus viel langsamer und führte wie im Fall der NCPL (s. 3.1.3) und Thiazolidin-
Ligation (s. 3.2.2) zur Bildung von nur ca. 5% NT-Konjugat. Wie schon unter 3.1.2.1 
besprochen, könnte diese schlechte Reaktivität an einer in vivo Modifikation des N-
terminalen Cysteins liegen. Da aber auch das N-terminale Cystein, das anhand der TEV-
Protease erzeugt wurde und von daher unmodifiziert vorliegt, bei beiden 
Ligationsmethoden nur wenig reaktiv war, ist es wahrscheinlicher, dass der N-Terminus 
abgeschirmt ist und vom TFO nicht erreicht werden kann. Diese Vermutung könnte durch 
Kupplung einer durch TEV-Fragmentierung gewonnenen Cys-M.SssI-Variante mit Mal-
HN-PEG2+6-TFO1 geklärt werden. Cys-M.SssI selbst besitzt aber insgesamt vier Cysteine 
(s. 3.1.2.3), so dass diese Variante wenig geeignet ist und eine andere Variante ohne die 
zusätzlichen Cysteine erst konstruiert werden müßte. 
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Abb. 3.27: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-His6-NS (oben) bzw. M.SssI-His6-NC 
(unten) mit einem zehnfachen Überschuss an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bei Raumtemperatur und pH 
6,5. Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: M.SssI-His6-NS bzw. M.SssI-His6-NC; Spuren 3: direkt nach 
dem Mischen; Spuren 4: 1 h; Spuren 5: 2 h; Spuren 6: 4 h; Spuren 7: 8 h; Spuren 7: 24 h; 
Spuren 8: 48 h Inkubationszeit.  
Die Kupplungsreaktion der Varianten M.SssI-His6-NS und M.SssI-His6-NC wurde 
außerdem mit stöchiometrischen Mengen und einem zwei- bzw. einem fünffachen 
Überschuss an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 durchgeführt. Dabei wurde kein Einfluss auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit und -ausbeute festgestellt. Die Zugabe von weiterem Mal-HN-
PEG2+6-TFO1 nach jeder Stunde lieferte auch keine Verbesserung. 
Als nächstes wurden M.SssI-C141S-NC, wo nur das N-terminale Cystein anwesend ist, 
und M.SssI-His6, die alle drei Cysteine besitzt, untersucht. Im Fall von M.SssI-C141S-NC 
(Abb. 3.28 oben) wurde nach 4 h Inkubationszeit wie erwartet ausschließlich die Bildung 
von ca. 5% NT-Konjugat beobachtet. Bei M.SssI-His6 wurde die sofortige Bildung des 
C141-Konjugats, aber auch des CT-Konjugats, das eine ähnliche Mobilität wie das NT-
Konjugat besitzt, beobachtet (Abb. 3.28 unten). Ein doppeltmodifiziertes Konjugat war 
ebenfalls direkt nach Reaktionsstart zu beobachten und wurde bereits nach 1 h 
Inkubationszeit zum Hauptprodukt. Nach 8 h Inkubationszeit entstanden zwei neue 
Kupplungsprodukte, die eine noch geringere Mobilität besaßen und in kleinen Mengen 
gebildet wurden. Eines dieser weiteren Nebenprodukte könnte durch Reaktion des N-
terminalen Cysteins unter Bildung eines dreifachmodifizierten Konjugats entstanden sein. 
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Insgesamt wurden ca. 80% der M.SssI-His6 umgesetzt. Bis jetzt wurde allerdings noch 
nicht abschließend geklärt, warum das C141-Konjugat eine unterschiedliche Mobilität als 
die NT- bzw. CT-Konjugate bei der SDS-PAGE aufweist, obwohl die erwarteten 
Molekulargewichte identisch sind.  
 
Abb. 3.28: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-C141S-NC (oben) bzw. M.SssI-His6 
(unten) mit einem fünffachen Überschuss an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bei Raumtemperatur und pH 
6,5. Spuren 1: MW Marker; Spuren 2: M.SssI-C141S-NC bzw. M.SssI-His6; Spuren 3: direkt nach 
dem Mischen; Spuren 4: 1 h; Spuren 5: 2 h; Spuren 6: 4 h; Spuren 7: 8 h; Spuren 7: 24 h; 
Spuren 8: 48 h Inkubationszeit.  
Schließlich wurde die Variante M.SssI-C141S, die ein N- und C-terminales Cystein aber 
kein katalytisches Cystein besitzt, mit Mal-HN-PEG2+6-TFO1 gekuppelt (Abb. 3.29). 
Dabei wurde direkt nach Reaktionsstart das CT-Konjugat in ca. 80% Ausbeute gebildet. 
Aufgrund der Abwesenheit des katalytischen Cysteins wurde das Nebenprodukt, das 
anscheinend dieselbe Mobilität wie das C141-Konjugat besitzt, einem am N- sowie am C-
Terminus doppeltmodifizierten Konjugat zugeordnet. Um eine Reaktion der restlichen 
20% der unmodifizierten M.SssI-C141S zu erreichen, wurde die Reaktion bei pH 7,5 
durchgeführt. Dabei wurde aber kein Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit und 
-ausbeute festgestellt. Die Reaktion wurde außerdem nach einer Vorinkubation mit TCEP 
und unter Luftausschluß durchgeführt, um eine Oxidation der Cysteine zu vermeiden. 
Leider führte auch dies nicht zu einer Erhöhung der Ausbeute.  
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Abb. 3.29: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-C141S mit einem zehnfachen 
Überschuss an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bei Raumtemperatur und pH 6,5. Spur 1: MW Marker; 
Spur 2: M.SssI-C141S; Spur 3: direkt nach dem Mischen; Spur 4: 1 h; Spur 5: 2 h; Spur 6: 4 h; 
Spur 7: 8 h; Spur 7: 24 h; Spur 8: 48 h Inkubationszeit.  
Bei der Durchführung des Crosslinkings im größeren Maßstab wurde festgestellt, dass 30 
bis 40% der Proteine nach 1 h Inkubationszeit bei Raumtemperatur ausgefallen waren. 
Dieses Problem wurde bereits bei den drei zuvor dargestellten Kupplungsmethoden 
beobachtet. Im Gegensatz zur NCPL, Thiazolidin-Ligation und EPL läuft aber das 
Crosslinking sehr schnell und in hohen Ausbeuten bei Raumtemperatur ab. Das Thiol-
Maleimid-Crosslinking wurde daher bei 4ºC, was ein Ausfallen der M.SssI-Varianten 
unterdrückt, wiederholt. Dabei wurde festgestellt, dass die Reaktion am C-Terminus etwas 
langsamer verläuft als bei Raumtemperatur, aber dass das CT-Konjugat nach 1 h trotzdem 
in ca. 70% Ausbeute gebildet wurde (Abb. 3.30). Im Gegensatz dazu wurde die Bildung 
des doppeltmodifizierten Konjugats nicht beobachtet. Dieses Ergebnis steht im Einklang 
mit der Beobachtung, dass mit M.SssI-His6 kein dreifachmodifiziertes Konjugat bei 4ºC 
beobachtet wurde (Abb. 3.30). Dies deutet ebenfalls daraufhin, dass das N-terminale 
Cystein bei 4ºC nicht reaktiv ist. Dagegen wurde kein Einfluss auf die Bildung des C141-
Konjugats beobachtet. 
Durch Erniedrigung der Reaktionstemperatur auf 4ºC fielen im Fall von M.SssI-C141S nur 
noch ca. 15% der Proteine aus. Wie bei der EPL wurden die Detergentien Triton X-100, 
DDM, PEG 8000, LDAO und O-POE zugesetzt und ihr Einfluss auf das Ausfallen 
untersucht. LDAO und O-POE erwiesen sich wieder als ungeeignet, während PEG 8000 
und DDM kaum Einfluss auf das Ausfallen hatten. Triton X-100 erwies sich wieder als am 
Besten geeignet und reduzierte die Menge an ausgefallenen Proteinen bei 4ºC auf ca. 2%. 
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Augrund dieser Reaktivitätsergebnisse stellt der C-Terminus die beste Kupplungsposition 
dar. Es wurde weiterhin festgestellt, dass das Crosslinking im Fall von M.SssI-C141S bei 
4ºC und in Anwesenheit von Triton X-100 mit 70% Ausbeute und kaum Verlusten durch 
Ausfallen durchgeführt werden kann. Leider wurde bei der M.SssI-His6-Variante 
festgestellt, dass das katalytische Cystein auch reaktiv ist und schnell modifiziert wird, so 
dass diese Variante nicht direkt zur gezielten Herstellung eines aktiven M.SssI-TFO-
Konjugats eingesetzt werden kann.  
 
Abb. 3.30: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-C141S (oben) bzw. M.SssI-His6 (unten) 
mit einem zehnfachen Überschuss an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bei 4ºC und pH 6,5. Spur 1: MW 
Marker; Spuren 2: M.SssI-C141S bzw. M.SssI-His6; Spuren 3: direkt nach dem Mischen; Spuren 4: 
1 h; Spuren 5: 2 h; Spuren 6: 4 h; Spuren 7: 8 h; Spuren 8: 24 h Inkubationszeit.  
3.4.3 Bildung von stabilen Protein-DNA-Komplexen zur Blockierung von C141 
Da eine Modifikation des katalytischen Cysteins zu einem Verlust der DNA-Methyl-
transferaseaktivität führen würde, wurde untersucht, ob C141 nach Bildung eines ternären 
Komplexes mit AdoHcy (2) und einem kurzen Duplex-ODN, das die Erkennungssequenz 
5'-CG-3' besitzt, noch mit Mal-HN-PEG2+6-TFO1 reagieren kann. Dabei wurde aber keine 
signifikante Verlangsamung der Reaktion beobachtet, vermutlich weil der gebildete 
Komplex nicht stabil genug ist.  
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Anstelle von AdoHcy (2) wurde das Cofaktoranalogon N-Adenosylaziridin (Az, 13) 
eingesetzt, um einen stabilen Komplex zu bilden. Az (13) besitzt einen Aziridin-Ring, der 
durch einen DNA-MTase-vermittelten nucleophilen Angriff der Zielbase geöffnet wird 
und zur kovalenten Verknüpfung des gesamten Cofaktoranalogons mit der Zielbase führt 
(Schema 3.10) (Pignot et al., 1998). Bei der Kupplungsreaktion von Az (13) durch DNA-
MTasen, unter anderem mit M.SssI, mit kurzen Duplex-ODN wird die Bildung eines 
stabilen Protein-DNA-Komplexes beobachtet (Schmidt, 2004). Dieser entsteht dadurch, 
dass die DNA-MTasen sich nicht mehr von der DNA lösen können, weil die modifizierte 
Zielbase aufgrund der kovalenten Bindung mit dem Cofaktor nicht mehr in die DNA-
Doppelhelix zurückklappen kann. Die gebildeten Protein-DNA-Komplexe sind über lange 
Inkubationszeiten stabil, können aber unter denaturierenden Bedingungen dissoziiert 
werden.  
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Schema 3.10: Kupplung des Cofaktoranalogons N-Adenosylaziridin (Az, 13) mit dem Zielcytosin 
durch M.SssI. 
M.SssI-His6 wurde 1 h bei 37ºC mit einem zweifachen Überschuss an Duplex-ODN und 
einem zehnfachen Überschuss an Az (13) vorinkubiert, um den stabilen Komplex zu 
bilden. Anschließend wurde ein fünffacher Überschuss an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bei 
Raumtemperatur zugesetzt (Abb. 3.31). Dabei wurde beobachtet, dass sich das CT-
Konjugat bevorzugt bildet, aber dass die Bildung des C141-Konjugats bzw. des 
doppelmodifizierten Konjugats nicht vollständig verhindert werden kann. Dies lag 
vermutlich daran, dass unkomplexierte M.SssI-His6 noch anwesend war.  
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Abb. 3.31: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-His6 mit einem fünffachen Überschuss 
an Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bei Raumtemperatur und pH 6,5 nach einstündiger Preinkubation mit 
Duplex-ODN und Az (13) bei 37ºC. Spur 1: MW Marker; Spur 2: M.SssI-His6; Spur 3: direkt nach 
dem Mischen; Spur 4: 1 h; Spur 5: 2 h; Spur 6: 4 h; Spur 7: 8 h; Spur 7: 24 h; Spur 8: 48 h 
Inkubationszeit.  
Cofaktoranaloga wie Az (13) scheinen geeignet zu sein, um eine Blockierung (caging) des 
katalytischen Cysteins zu erreichen. Das heterobifunktionelle Crosslinking mit M.SssI-
His6 könnte also nach Blockierung von C141 spezifisch am C-Terminus durchgeführt 
werden. Diese Methode hätte im Vergleich zum üblichen photocaging, beispielweise mit 
4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylbromid (DMNBB), den Vorteil, dass sie spezifisch für das 
katalytische Cystein ist. Der Einsatz von Aziridin-Cofaktoranaloga wie Az (13) zur 
Blockierung von C141 wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Dies 
ist Gegenstand einer weiteren zur Zeit im Arbeitskreis Weinhold durchgeführten 
Doktorarbeit.  
3.4.4 Restliche DNA-Methyltransferaseaktivität der C141S-Variante 
Da das katalytische Cystein bei den DNA-Cytosin-C5-MTasen M.EcoRII (Gabbara et al., 
1995) und Dnmt3a (Reither et al., 2003) wichtig, aber nicht unbedingt notwendig für die 
Katalyse ist, wurde die DNA-Methyltransferaseaktivität der M.SssI-C141S-Variante 
anhand eines Modifikations-Restriktions-Tests auf λ-DNA mit AdoMet (1) untersucht und 
mit der Aktivität der M.SssI-His6-Variante verglichen. Die M.SssI-C141S-Variante wurde 
im Gegensatz zur M.SssI-His6-Variante in stöchiometrischen Mengen bezüglich der CG-
Erkennungssequenzen eingesetzt und die DNA-Methylierung durch Schutz der DNA 
gegen Fragmentierung mit R.BstUI (5'-CGCG-3') nachgewiesen (Abb. 3.32). Dabei wurde 
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festgestellt, dass die C141S-Variante eine verbleibende DNA-Methyltransferaseaktivität 
von ca. 0,3% besitzt. Da die menschlichen DNA-MTasen auch eine langsame 
Methylierungskinetik aufweisen, könnte diese restliche Methyltransferaseaktivität 
durchaus reichen, um eine Methylierung von adressierten CpG-Sequenzen durch M.SssI-
C141S-TFO-Konjugate in vivo zu bewirken. Da M.SssI-C141S am C-Terminus in hohen 
Ausbeuten mit einem 5'-Maleimid-TFO gekuppelt werden kann, wurden weitere 
Untersuchungen mit M.SssI-C141S-TFO-Konjugaten durchgeführt.  
 
Abb. 3.32: Modifikations-Restriktions-Test auf λ-DNA mit M.SssI-His6-NC (links) bzw. M.SssI-
C141S (rechts) und AdoMet (1) analysiert durch Agarosegelelektrophorese. Spur 1: λ-DNA 
unbehandelt; Spur 2: λ-DNA mit R.BstUI fragmentiert. In den folgenden Spuren ist die angegebene 
Anfangsmenge an DNA-MTase von Bahn zu Bahn halbiert. 4,4 µg M.SssI-C141S liefern ein 
ähnliches Fragmentierungsmuster wie 11,9 ng M.SssI-His6-NC. 
3.4.5 Design von H2N-C6-TFO3 
Wie in 1.2.3 erwähnt, stellt das selektive silencing des EpCAM-Promoters durch DNA-
Methylierung eine neue mögliche Therapieform für Epithelkarzinome dar. Da die bisher 
verwendeten TFO nicht für den EpCAM-Promoter entwickelt wurden, sind diese nur für in 
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vitro Untersuchungen geeignet. Anhand der EpCAM-Promotersequenz, die von der 
Gruppe von P. McLaughlin (UMCG Groningen, Niederlande) zur Verfügung gestellt 
wurde, wurden potentielle Triplehelix-bildende Sequenzen (triple helix forming site, TFS) 
idenfiziert (Abb. 3.33). Das TFSI (unterstrichen) wurde ausgewählt, da es in einer CpG-
reichen Umgebung liegt und länger ist als 15–16 bp. Diese Länge ist notwendig, damit 
eine bestimmte Sequenz im menschlichen Genom statistisch gesehen nur einmal 
vorkommt. Das daraus resultierende H2N-C6-TFO3, ein 24mer mit einem 5'-Aminohexyl-
Gruppe, wurde von der Firma Eurogentec bezogen.  
 -1967.CTCCTGCCTC AGTCTCCTGA GTAGCTGGGA TTACAGGCGC CCGCCACCAC GCCTGGCTAA CTTCTTGTAT TTTTAGTAGA 
 -1887.GACGGGGTTT CACCATGTTG GCCAGGCTGG TCTCGAACTC CTGACCTTAG GTGATCCGCC CGCCTCGGCC TCCCAAAGTG 
 -1807.CTGAGATTAC AGGCATGAGC CACCGTACCT GGCCTAAATA CCTTATTTCA TATACCACGT GAAATTTAAA TTATACAAAA 
 -1727.CAAATTATAG AGGTACTTAG AACAGCATGA CTATTTACAT TAATCAACTT GCCGGCACTT CAACAGAATA CAACATAGAA  
 -1647.ATGATTGTTT TAATATAAAC ATAAGCTTTG ATTTGACATA TACTTGTAGA AATTAATCAA ACTTAGCTGA ATCTTAAAAT 
 -1567.TGCTTTTTTA CCTTTCCTCT TTTTTTTTTA TTTTTTTATT TTTTGAGATG GAGTCTTGCT CTGTTGCCAG ACTGGAGTGC 
 -1487.AGCGGTTTGG TCTCGGCTCA CCGCAACCTC CGACTCTCTG GTTCAAGCGA TTCTCCTGCC TCAGCCTCCT GAGTAGCTGG  
 -1407.GATTACAGGT GCCTGCCACC ACACCTGGCT ACTTTTTGTA TTTTTAGTTG AGATGGGTTT CACCATGTTG GCCAGGATGG 
 -1327.TCTCGAACTC CTGACCTCGG ATCTGCCCAC CTGTGCCCCC AGCAAGGTGC TGGGATTACA AGCATGAGCC ACCGTGCCCA  
 -1247.GCCTCCTTTC CTCTTTTTAA CTCTTACTTT TATGATTTCT TTAGTGGATA AAAAGCTTTT AAAAAATAGG TTACAATGAT  
 -1167.ATTACAGCTA ACAAAAAATA ACATTTAAAA ACACTAAATA GTATATATAT GAAGTATTTA TAATTATTTT AATATTGTAA 
 -1087.TAATATAGTG TGTTGTGATT TGAATTCATC TGCACGGAAA TCGATTACTG TCCTTTCTTT CTATTTCCCT ATATTTTCTT 
 -1017.TCCGAAGCGT CATCAACATT TTGGTTCTTT AATAGTAACC AAAACCCGAA ATCATCTCGG TTCTCAGTAT TTGGCTCTAT  
-937.GGGAACACCT TTTCTTTTCT CTCTTTTTTT TTTTTTTTGA GACGGAGTCT TGCTCCTGTC GCCCAGGCTG GAGTGTAATG 
-857.GCACGATCTC TGCTCACTGC AACCTCAGCC TCCCCAGTAG CTGGGATTAC AGGCATGCGC CACCACGCCC GGCTAATTTT  
-777.GTATCTTTTA GTAGAGACGG CGTTCCTCCA TGTTGGTCAG GCTGGTCTCG AACTTCAAAC CTCAGGTGAT CCGCCCGCCT 
-697.CGGCCTCCCA AAGTGCTAGG ATTACAGGCG TGAGCCACCG CGCTCAGCCT GGGAACACCT TTTCTTACAT CTTCAAGTGC 
-617.TAGAAATGCT TATGAAAACG AAAAAAGAAT TATTAAGAGT AATTATAAAG AAACACTCAT TTTCTTCCCA AGAGAGCCAA  
-537.GATTTCTTCT TTCCTCTTCT TTCTTTTTTT TTTCTTTCTA ATTTCAAAGG AGTATAATTA AATTGCCAGG TAAAAGCTCA 
-457.AAGGTCTTTT TTATAGTGTT CTGGAAGGTT CTCTGCCTGT GTTTGTATTT CCTTTAGCCT CCACGTTCCT CTATCCAGTT 
-377.CCCGCACCCT TCCCCCCAGG CCCCATTCTT CAAGGCTTCA GAGCAGCGCT CCTCCGGTTA AAAGGAAGTC TCAGCACAGA 
-297.ATCTTCAAAC CTCCTCGGAG GCCACCAAAG ATCCCTAACG CCGCCATGGA GACGAAGCAC CTGGGGCGGG GCGGAGCGGG  
-217.GCGCGCGGGC CCACACCTGT GGAGAGGGCC GCGCCCCAAC TGCAGCGCCG GGGCTGGGGG AGGGGAGCCT ACTCACTCCC 
-137.CCAACTCCCG GGCGGTGACT CATCAACGAG CACCAGCGGC CAGAGGTGAG CAGTCCCGGG AAGGGGCCGA GAGGCGGGGC  
 -57.CGCCAGGTCG GGCAGGTGTG CGCTCCGCCC CGCCGCGCGC ACAGAGCGCT AGTCCTTCGG CGAGCGAGCA CCTTCGACGC 
 +23.GGTCCGGGGA CCCCCTCGTC GCTGTCCTCC CGACGCGGAC CCGCGTGCCC CAGGCCTCGC GCTGCCCGGC CGGCTCCTCG 
+103.TGTCCCACTC CCGGCGCACG CCCTCCCGCG AGTCCCGGGC CCCTCCCGCG CCCCTCTTCT CGGCGCGCGC GCAGCATGGC 
+183.GCCCCCGCAG GTCCTCGCGT TCGGGCTTCT GCTTGCCGCG GCGACGGCGA CTTTTGCCGC AGCTCAGGAA GGTGAGGCGC 
+263.GGATTGGAGC AGAGTTGTGG AGCTGGGCTG GGCTGGGGGG CAGCGGCCCC CGGCCCTCGG CCCCCGAAAC GGGCATAATA 
+343.GGGAGGGGAC CAAGAGGCCG CGCTTTCCAG CGTGGAGACC GGACGGTGCG GCCGTGCTCC GGCTCAGGCC CTCCGCGCGG 
+423.TAGGAAACGG CGAGGGCCGT CCCGGGGAGC AGCCTCACTT CGCAGCTTTG CTCGCCTTGG TAGGGAAATG GCCTTGGGCG  
+503.GAGGCGGGGG ACAGGCAGGG AACGGAGTGG CCACGTCCAG GTTTCCTGCG GCCACCGAAC CGGTGCCTCG CGCCCTGGCG 
+583.CACCCACGTC CTCGGTTCGG GGTGGACTTG GGGTTCCAAA ACAGCCCCAG CCGGTGGCGG AGTCTTTACG ACAGGGACCA 
+663.GCGGGCTCGC CCTTGTCCTT GCAGCGGGCC CCGGATGTGG GCCTCAGGCG GGGACAGGCGC 
Epithelia 
specific region 
Intron 1 
 
Abb. 3.33: EpCAM-Promotersequenz. Potentielle Triplehelix-bildende Sequenzen (TFS) sind gelb 
und die CpG-Sequenzen grau markiert. Das ausgewählte TFSI ist unterstrichen. 
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Da eine Methylierung von mehreren CpG-Sequenzen die Wahrscheinlichkeit einer Gen-
Repression erhöhen sollte (Hsieh, 1994; Cameron et al. 1999; Lorincz et al., 2002), soll 
M.SssI über einen langen, flexiblen Linker mit dem TFO gekuppelt werden. Der Protein-
TFO-Abstand kann durch entsprechende Wahl des Crosslinkers variiert werden. Der 
verlängerte Crosslinker 7 besitzt im Gegensatz zu GMBS (6) einen langen PEG-Linker 
und wurde daher wie unter 3.4.1 beschrieben mit H2N-C6-TFO3 gekuppelt. Eine andere 
Möglichkeit den Protein-TFO-Abstand zu variieren, wäre die direkte Einführung von 
einem oder mehreren Kohlenstoff- oder PEG-Linkern bei der Festphasen-DNA-Synthese.  
3.4.6 Einfluss des PEG-Linkers auf das Crosslinking 
Da die Anwesenheit des langen PEG-Linkers die Kupplungsreaktion sowie das Ausfallen 
der Proteine beeinflussen könnte, wurde dessen Einfluss untersucht. Dazu wurde M.SssI-
C141S mit Mal-HN-C6-TFO1 (Schema 3.7), Mal-HN-PEG2+6-TFO1 (Schema 3.6) bzw. 
Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 (Schema 3.8), die dieselben Sequenzen aber unterschiedlich 
lange Linker besitzen, gekuppelt und die Reaktionen durch SDS-PAGE verfolgt (Abb. 
3.34). Dabei wurde festgestellt, dass das CT-Konjugat bei allen drei TFO nach 1 h in ca. 
70% Ausbeute gebildet wurde und dass der PEG-Linker das Ausfallen der Proteine nicht 
begünstigt.  
 
Abb. 3.34: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-C141S mit einem zweifachen 
Überschuss an Mal-HN-C6-TFO1, Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bzw. Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 in 
Anwesenheit von Triton X-100 bei 4ºC und pH 7,2. Spur 1: MW Marker; Spur 2: M.SssI-C141S; 
Spuren 3: direkt nach dem Mischen; Spuren 4: 1 h; Spuren 5: 2 h Inkubationszeit.  
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3.4.7 Crosslinking von M.SssI-C141S mit Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 und Reinigung 
des gebildeten Konjugats 
Das Crosslinking mit Mal-PEG27-HN-C6-TFO3, das fast identisch mit Mal-PEG27-HN-C6-
TFO1 ist, verlief genauso gut und wurde im größeren Maßstab durchgeführt. Das M.SssI-
C141S-PEG27-HN-C6-TFO3-Konjugat sollte durch Anionenaustauscher-Chromatographie 
gereinigt werden. M.SssI besitzt einen hohen pI, der mit dem ProtParam Programm zu 9,15 
berechnet wurde (Gasteiger et al., 2005), und sollte nicht in der Lage sein, an einem 
Anionenaustauscher zu binden. Das Konjugat sollte dagegen aufgrund seiner TFO-Einheit 
binden können und eine ähnliche Retentionszeit wie das Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 
aufweisen. 
Zuerst wurde eine POROS HQ10 HPLC-Säule getestet. M.SssI-C141S sowie das Konjugat 
wurden aber bei der Elution mit Salz nicht detektiert. Als nächstes wurde eine 
Diethylaminoethyl-Sepharose Fast Flow (DEAE Sepharose FF) FPLC-Säule eingesetzt, 
wobei die Chromatographie diesmal bei 4ºC durchgeführt wurde. Das Konjugat eluierte 
zusammen mit dem Überschuss an TFO als Doppelpeak. Da ungekuppelte TFO bei in vivo 
und in vitro Untersuchungen TFS blockieren könnten, wurde untersucht, ob Mal-PEG27-
HN-C6-TFO3 beim Crosslinking im Unterschuss eingesetzt werden könnte. In 
Anwesenheit von 0,5 Äquivalenten wurde aber nach 1 h Inkubationszeit nur ca. 40% 
Konjugat gebildet (Abb. 3.35). Ab 1,0 Äquivalenten wurde kein deutlicher Einfluss auf die 
Kupplungsausbeute beobachtet. Um die Detektion des ungekuppelten Mal-PEG27-HN-C6-
TFO3 im FPLC-Chromatogramm sowie dessen Abtrennung zu erleichtern, wurde 
beschlossen, 1,5 Äquivalente Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 einzusetzen. 
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Abb. 3.35: SDS-PAGE-Analyse der Kupplung von M.SssI-C141S mit 0,5, 1,0 bzw. 2,0 
Äquivalenten an Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 in Anwesenheit von Triton X-100 bei 4ºC und pH 7,2. 
Spur 1: MW Marker; Spur 2: M.SssI-C141S; Spuren 3: direkt nach dem Mischen; Spuren 4: 1 h 
Inkubationszeit.  
Bei der Reinigung des Konjugats durch DEAE Sepharose FF wurde außerdem beobachtet, 
dass M.SssI-C141S im Gegensatz zum Konjugat nicht an die Säule bindet und im 
Durchlauf eluiert wird. Trotz guter Trennung von Konjugat und unmodifiziertem Protein 
sowie Waschen der Säule vor Elution mit einem Salzgradienten wurde eine Kontamination 
des Konjugats mit M.SssI-C141S, die durch die Tendenz von M.SssI Aggregate zu bilden 
erklärt werden kann, festgestellt. Eine Anwesenheit von ungekuppelter M.SssI-C141S ist 
aber unerwünscht, weil diese unadressierte CpG-Sequenzen methylieren könnte. 
Zur Auflösung dieser Aggregate wurde die Chromatographie in Anwesenheit von Triton 
X-100 durchgeführt und der Crosslinkingansatz vor dem Auftragen auf die Säule 100fach 
mit Puffer verdünnt. Die Konjugat-enthaltenden Fraktionen, die gut genug vom nicht 
umgesetzten Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 getrennt waren, wurden vereinigt und das Konjugat 
einkonzentriert (Abb. 3.36). Dieses wurde in 35% Ausbeute erhalten und eine Analyse 
durch SDS-PAGE (Abb.3.37) ergab, dass das Konjugat in einem Reinheitsgrad von >95% 
isoliert werden konnte. Es muss aber angemerkt werden, dass eine eventuelle 
Kontamination mit dem TFO durch SDS-PAGE nicht detektiert werden kann. 
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Abb. 3.36: FPLC-Chromatogramm der Reinigung von M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-TFO3-
Konjugat durch DEAE Sepharose Fast Flow. 
 
Abb. 3.37: SDS-PAGE-Analyse der Herstellung und Reinigung vom M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-
TFO3-Konjugat. Spur 1: MW Marker; Spur 2: M.SssI-C141S; Spur 3: Crosslinkingansatz nach 1 h; 
Spur 4: Konjugat.  
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3.4.8 DNA-Methyltransferaseaktivität des M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-TFO3-
Konjugats 
Die Aktivität des gereinigten Konjugats wurde anschließend durch einen Modifikations-
Restriktions-Test auf linearisierter pUC19 Plasmid-DNA (LpUC19) untersucht und mit der 
Aktivität der unmodifizierten M.SssI-C141S-Variante verglichen. Dazu wurde das 
Konjugat in stöchiometrischen Mengen bezüglich der CG-Erkennungssequenzen 
eingesetzt und aufgrund der langsamen Methylierungskinetik für 1 bis 24 h mit LpUC19 
und AdoMet (1) bei 37ºC inkubiert (Abb. 3.38). In Abb. 3.38 ist zu erkennen, dass das 
Plasmid nach 1 h nur wenig und nach 24 h fast vollständig methyliert worden ist, was dem 
bei M.SssI-C141S erhaltenen Muster entsprach. M.SssI-C141S konnte also erfolgreich mit 
Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 durch Crosslinking gekuppelt und das gebildete Konjugat in 
guter Ausbeute ohne Verlust der DNA-Methyltransferaseaktivität isoliert werden. 
 
Abb. 3.38: Modifikations-Restriktions-Test auf LpUC19 mit dem M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-
TFO3-Konjugat (links) bzw. mit M.SssI-C141S (rechts) und AdoMet (1) analysiert durch Agarose-
gelelektrophorese. Die DNA-MTasen wurde in allen Bahnen in stöchiometrischen Mengen 
verwendet. Spuren 1: LpUC19 unbehandelt; Spuren 2: LpUC19 mit R.BstUI fragmentiert; 
Spuren 3–7: LpUC19 mit dem Konjugat bzw. M.SssI-C141S und AdoMet (1) 1 h, 2 h, 4 h, 8 h und 
24 h inkubiert. 
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4 In vivo Untersuchungen 
4.1 Transfektion 
Damit DNA-basierte Wirkstoffe (wie Antisense- und Antigen-ODN oder Plasmid-DNA) 
therapeutisch wirken können, müssen sie in Zellen aufgenommen und ins Zytoplasma bzw. 
in den Zellkern transportiert werden (Transfektion), ohne durch Endo- und Exonucleasen 
fragmentiert zu werden. Optimale DNA-Transportsysteme für den therapeutischen Einsatz 
sollten hohe Transfektionseffizienzen mit hoher Spezifität für die jeweiligen Zellen 
erzielen, wenig toxisch sein, eine geringe Immunantwort zeigen, biologisch abbaubar sein 
und die zu liefernde DNA vor Nuclease-Fragmentierung schützen. Die zurzeit verfügbaren 
DNA-Transportsysteme können in zwei Klassen unterteilt werden: Biologisch virale und 
chemisch nicht-virale Systeme, wobei diese in Polymer- und Liposom-Transportsysteme 
weiter unterteilt werden können (Übersicht: Patil et al., 2005). 
Am häufigsten werden nicht-pathogene, abgemilderte Viren zur Transfektion benutzt. 
Virale Transportsysteme haben den Vorteil, dass sie hohe Transfektionseffizienzen in einer 
Vielzahl von menschlichem Geweben erreichen, besitzen aber den Nachteil, dass Viren 
toxisch sind und eine starke Immunantwort erzeugen können, sowie eine begrenzte 
Kapazität aufgrund ihrer bestimmten Hülle besitzen. 
Als Alternative dazu werden nicht-virale Transportsysteme entwickelt, vor allem 
Liposome, obwohl ihre Transfektionseffizienz niedriger sind. Der Vorteil dieser Systeme 
ist, dass sie im Allgemeinen keine Immunantwort erzeugen und einfach aufzubauen und 
herzustellen sind. Liposome besitzen im Inneren einen wässrigen Teil, der in einer 
Phospholipid-Doppelschicht eingeschlossen ist. Da die Phospholipid-Zusammensetzung 
variiert werden kann, können Liposome einfach manipuliert werden, um eine bestimmte 
Größe, Ladung und Morphologie zu erreichen. Am häufigsten werden kationische 
Liposome, die in der Regel aus einer Mischung von kationischen, amphiphilen und 
zwitterionischen Lipiden bestehen, zur Transfektion verwendet (Übersicht: Audouy et al., 
2001 und 2002). Als kationische Lipide werden meist N-Methyl-4-(dioleoyl)methyl-
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pyridiniumchlorid (SAINT-2, 14) (van der Woude et al., 1997, Meekel et al., 2000), N-[1-
(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTMA, 15) oder N-[1-(2,3-
Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTAP, 16) und als Helfer-
Lipide 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DOPE, 17) oder Cholesterin (18) 
eingesetzt (Abb. 4.1).  
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Abb. 4.1: Struktur von einigen kationischen Lipiden (A) und Helfer-Lipiden (B), die bei der 
Transfektion mit kationischen Liposomen häufig eingesetzt werden. R = C18H35. 
DNA-Liposom-Komplexe (Lipoplexe) interagieren mit der Zellmembran und können 
durch Endocytose in die Zelle aufgenommen werden. Trotz beträchtlicher Erfolge sind die 
niedrige Transfektionseffizienz, schnelle Inaktivierung durch Serum und Toxizität von 
einigen kationischen Liposomen bedenklich. Dagegen wurde mit SAINT-2:DOPE (1:1) 
(SD) keine Zelltoxizität beobachtet und Transfektionen wurden auch in Anwesenheit von 
Serum erfolgreich durchgeführt (van der Woude et al., 1997; Audouy et al., 2000; Zuhorn 
et al., 2002).  
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4.2 Profektion 
4.2.1 Methoden zum Einschleusen von Proteinen in die Zelle 
Viele Protein-basierte Wirkstoffe müssen ebenfalls in Zellen geliefert werden, um 
therapeutisch wirken zu können. Die am meisten untersuchte Methode, um Proteine in 
Zellen einzuschleusen, benutzt Protein-Transduktionsdomänen (protein transduction 
domain, PTD), auch Zell-eindringende Peptide genannt (cell-penetrating peptide, CPP) 
(Übersicht: Lindgren et al., 2000; Järver & Langel, 2006). Dabei werden die zu liefernden 
Proteine mit Peptiden, die aus 10 bis 35 Aminosäureresten bestehen und die Zellmembran 
durchdringen können, entweder genetisch fusioniert oder chemisch quervernetzt. PTD 
haben aber den Nachteil, dass die Effizienz der Protein-Lieferung variiert und dass die 
gekuppelten PTD die Eigenschaften des Proteins beeinflussen können (Ye et al., 2002).  
Proteine können aber auch, wie bei der Transfektion mit Transportreagenzien, wie z.B. 
Liposomen, komplexiert und anschließend in Zellen geliefert werden (Profektion). Das 
Polyamin TransIT wurde z.B. zur Profektion von zwei verschiedenen Zelltypen 
mit β-Galactosidase in hoher Effizienz eingesetzt (Tinsley et al., 1998). TransIT wurde 
auch zusammen mit sechs anderen, kommerziell erhältlichen Transfektionsreagentien zur 
Profektion von β-Galactosidase sowie eines Antikörpers in NIH-3T3-Zellen eingesetzt 
(Zelphati et al., 2001). Die Profektionseffizienz überschritt in diesem Fall aber nie 5%. 
Zelphati (2001) entwickelte ein kationisches Liposom, BioPORTER, mit dem hohe 
Profektionseffizienzen von verschiedenen Zelltypen erzielt wurden. Dieses Reagenz wurde 
zum Einschleusen von Proteinen und Enzymen, wie Caspasen, unter Beibehaltung ihrer 
Aktivität eingesetzt. BioPORTER hat aber den Nachteil, dass es durch Serum inhibiert 
wird, was seinen Einsatz in vivo einschränkt. Die Untersuchungen von Tinsley (1998) mit 
TransIT wurden dagegen in Anwesenheit von geringen Mengen an Serum durchgeführt. 
Bei den Untersuchungen von Zelphati (2001) erwies sich TransIT aber als ungeeignet. 
Ye (2002) verglich die Profektionsreagentien BioPORTER und TransIT mit PTD, die vom 
HIV Tat Protein oder VP22 Protein abgeleitet sind. Dabei stellte er fest, dass mit 
Profektion höhere Effizienzen als mit PTD erzielt werden können. Die Entwicklung von 
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kationischen Liposomen, die ohne Rücksicht auf Zell- und Protein-Typ hohe 
Profektionseffizienzen sogar in Anwesenheit von Serum liefern, ist also wünschenswert.  
4.2.2 Profektion mit SAINT-2:DOPE (SD) 
SAINT-2:DOPE (1:1) (SD), das erfolgreich zur Transfektion auch in Anwesenheit von 
Serum eingesetzt werden kann (s. 4.1), wurde in der Gruppe von P. McLaughlin (UMCG 
Groningen, Niederlande) auch zur Profektion eingesezt (van der Gun et al., Manuskript in 
Vorbereitung). Die Detektion von β-Galactosidase-Aktivität im Zytoplasma von COS-7 
Zellen nach Profektion mit β-Galactosidase bewies, dass funktionsfähige Proteine mit SD 
in Zellen geliefert werden können. Die Profektionseffizienz von U373MG-Zellen mit 
Alexa488-markiertem MOC31-Antikörper, der EpCAM erkennt, wurde dann mit der 
Transfektions-effizienz von markierter DNA und kleiner interferierender RNA (small 
interfering RNA, siRNA) verglichen, ohne dass wesentliche Unterschiede festgestellt 
wurden. SD ist somit das erste literaturbekannte Liposom, das Proteine und Nucleotide mit 
ähnlichen Effizienzen in Zellen einschleusen kann. Die allgemeine Anwendbarkeit von SD 
wurde durch Profektion von verschiedenen Zelltypen, die zum Teil schwer zu 
transfektieren sind, untersucht. Dabei wurde β-Galactosidase unter Beibehaltung seiner 
Aktivität mit Profektionseffizienzen von 60-98% eingeschleust.  
Im Gegensatz zum BioPORTER wurde β-Galactosidase durch SD in Anwesenheit von bis 
zu 50% Serum in SKOV-3 Zellen mit einer Profektionseffizienz von 70% geliefert. Da der 
Antikörper MOC31 ebenfalls in Anwesenheit von 10% Serum in U373MG-Zellen 
erfolgreich geliefert wurde, kann vermutet werden, dass die Profektion von Proteinen mit 
SD in Anwesenheit von Serum generell möglich ist und dass SD somit für Anwendungen 
in vivo geeignet ist.  
Die Verteilung des Alexa488-markierten MOC31-Antikörpers in SKOV-3-Zellen wurde 
durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie analysiert, wobei der Antikörper im Zellkern und 
im Zytoplasma in dessen Umgebung detektiert wurde. SD ist daher in der Lage, Proteine 
bis in den Zellkern zu liefern. 
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4.2.3 Profektion von M.SssI mit SAINT-2:DOPE (SD) 
Damit ein M.SssI-TFO-Konjugat bei der Therapie von Epithelkarzinomen durch selektives 
silencing des EpCAM-Promoters mit Hilfe von DNA-Methylierung eingesetzt werden 
kann, muß es in den Zellkern von Karzinomzellen unter Beibehaltung seiner DNA-
Methyltransferaseaktivität geliefert werden. Deshalb wurden zunächst die Profektionen 
von SKOV-3-Zellen mit SD und den Varianten M.SssI-His6-NC und M.SssI-C141S-NC 
untersucht (van der Gun et al., Manuskript in Vorbereitung). Die Aktivität der gelieferten 
M.SssI-Variante wurde anhand der Regulation der E-Cadherin-Expression untersucht. 
E-Cadherin ist ein Zelladhäsionsprotein (CAM), das eine Schlüsselrolle bei der Erhaltung 
des Epithel-Phenotyps spielt und dessen Funktion in verschiedenen Karzinomzellen 
verloren geht. Die E-Cadherin-Expression wird durch anomale Methylierung des 
E-Cadherin-Promoters reguliert (Yoshiura et al., 1995). Nach 48 h Profektion von 
SKOV-3 Zellen mit SD und M.SssI-His6-NC bzw. M.SssI-C141S-NC wurde die Menge an 
exprimiertem E-Cadherin durch SDS-PAGE gefolgt von Western-Blotting analysiert (Abb. 
4.2, oben). Als Kontrolle wurde die E-Cadherin-Expression in unbehandelten Zellen, 
sowie nach Inkubation der Zellen in Anwesenheit von nur SD bzw. nur der M.SssI-
Variante untersucht. Als Vergleich wurde die Expression der Glycerin-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), die unverändert bleiben sollte, untersucht. Nach Profektion mit 
SD und M.SssI-His6-NC wurde eine niedrige E-Cadherin-Expression beobachtet. Da 
M.SssI-His6-NC nur nach Erreichen des Zellkerns unter Beibehaltung seiner DNA-
Methyltransferaseaktivität fähig ist, die E-Cadherin-Expression zu verringern, kann daraus 
geschlossen werden, dass die Profektion mit SD erfolgreich war. Die E-Cadherin-
Expression wurde auch nach Profektion mit SD und der wenig aktiven Variante M.SssI-
C141S-NC beeinflusst. Dies bestätigt, dass die C141S-Variante eine restliche DNA-
Methyltransferaseaktivität besitzt (s. 3.4.4). Bei den Kontrollen wurde keine Änderung der 
E-Cadherin-Expression festgestellt und die Expression von GAPDH blieb in jedem Fall 
unverändert (Abb. 4.2, unten). 
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Abb. 4.2: Western-Blot-Analyse der Expression von E-Cadherin (oben) bzw. Glycerin-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) (unten) in SKOV-3-Zellen. Spur 1: unbehandelte Zellen; Spur 2: mit SD; 
Spur 3: mit M.SssI-His6-NC; Spur 4: mit SD und M.SssI-His6-NC; Spur 5: mit M.SssI-C141S-NC; 
Spur 6: mit SD und M.SssI-C141S-NC behandelte Zellen (van der Gun et al., Manuskript in 
Vorbereitung). 
Die Lieferung der M.SssI-Varianten in den Zellkern wurde auch bei 16HBE-Zellen, die 
E-Cadherin in großen Mengen exprimieren, untersucht. Dazu wurden die Zellen 48 h mit 
SD und M.SssI-His6-NC bzw. M.SssI-C141S-NC behandelt. Nach Färbung des 
exprimierten E-Cadherin (grün) und des Zellkerns (blau) wurden die Zellen abgebildet 
(Abb. 4.3). Als Kontrollen wurden die unbehandelten Zellen sowie Zellen, die nur mit den 
M.SssI-Varianten inkubiert wurden, abgebildet. Dabei wurde eine deutliche Reduktion der 
E-Cadherin-Expression nach Profektion der Zellen mit SD und M.SssI-His6-NC 
beobachtet. Dies bestätigt, dass die DNA-MTase unter Beibehaltung ihrer Aktivität in den 
Zellkern geliefert wurde. Bei diesen Untersuchungen reichte die restliche DNA-
Methyltransferaseaktivität der C141S-Variante allerdings nicht aus, um einen Effekt 
herbeizuführen.  
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Abb. 4.3: 16HBE-Zellen nach Profektion mit SD und M.SssI-His6-NC bzw. M.SssI-C141S-NC und 
Kontrollen. E-Cadherin wurde mit Kaninchen-anti-E-Cadherin gefolgt von Ziege-anti-Kaninchen-
Alexa488 (GαR488) grün und der Zellkern mit DAPI blau angefärbt. Blanco: unbehandelte 
Zellen; C141S: mit M.SssI-C141S-NC; M.SssI: mit M.SssI-His6-NC; RαM: ohne Färbung mit 
Kaninchen-anti-E-Cadherin; SD/C141S: mit SD und M.SssI-C141S-NC; SD/M.SssI: mit SD und 
M.SssI-His6-NC behandelt (van der Gun et al., Manuskript in Vorbereitung). 
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Die Profektionseffizienzen mit Proteinen, die in der Gruppe von P. McLaughlin untersucht 
wurden (MOC31, β-Galactosidase und M.SssI-Varianten), mit SD variierten kaum und ein 
nahezu gleicher Prozentsatz der Zellen war positiv für die gelieferten Proteine. Es wurden 
aber unterschiedliche intrazelluläre Stabilitäten und optimale Profektionszeiten beobachtet. 
Die Profektion von MOC31 war nach 48 h Inkubation optimal und MOC31 konnte noch 
nach 96 h detektiert werden. Optimaler Effekt von M.SssI auf die E-Cadherin-Expression 
wurde 48 h nach der Profektion beobachtet. Im Fall von β-Galactosidase lag dagegen die 
optimale Profektionszeit bei 4 h und die Enzymmenge war nach 24 h ca. sechsfach 
reduziert. Dagegen beobachtete Zelphati (2001) Unterschiede in den Profektions-
effizienzen mit verschiedenen Proteinen und erklärte dies durch unterschiedliche 
Interaktion der Proteine mit dem kationischen Liposom BioPORTER, das positiv geladene 
Proteine nicht transportieren kann. Mit SD wurden aber sowohl die M.SssI-Varianten, die 
unter physiologischen Bedingungen positiv geladen sind, als auch β-Galactosidase, das 
negativ geladen ist, mit ähnlichen Profektionseffizienzen in Zellen geliefert. Die Größe der 
gebildeten Lipoplexe unterschied sich aber stark voneinander. Obwohl M.SssI ein 
kleineres Protein als β-Galactosidase ist, waren die gebildeten Lipoplexe vier- bis fünffach 
größer und somit ähnlich groß wie die MOC31-Lipoplexe. Dies kann als Hinweis auf die 
Bildung von M.SssI-Aggregaten gesehen werden. Rejman (2004) berichtete über den 
Einfluss der Partikelgröße auf den Mechanismus des Zelleintritts und fand heraus, dass die 
Aufnahme von Microspheren mit einer Größe von über 500 nm durch Caveolae vermittelt 
wird und dies eine Lieferung in das Lysosom verhindert. Die hier beobachteten 
unterschiedlichen Größen der Komplexe könnten daher die Unterschiede in intrazellulärer 
Stabilität und optimaler Profektionszeit erklären. 
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5 Zusammenfassung 
5.1 Herstellung von M.SssI-TFO-Konjugaten 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI mit TFO durch 
NCPL, Thiazolidin-Ligation, EPL und heterobifunktionelles Crosslinking gekuppelt und 
die verschiedenen Methoden miteinander verglichen. M.SssI ist die einzige bekannte 
prokaryotische DNA-Cytosin-C5-MTase, die wie die menschlichen DNA-MTasen Cytosin 
innerhalb der Erkennungssequenz 5'-CG-3' methyliert. Die gekuppelte TFO-Einheit soll 
M.SssI nur zu bestimmten Erkennungssequenzen adressieren und damit zu einer Erhöhung 
der Sequenzspezifität führen. Eine so hergestellte megaspezifische M.SssI könnte dann 
genutzt werden, um tumorassoziierte Gene, wie das EpCAM-Gen, durch gene silencing 
spezifisch auszuschalten. 
Die NCPL und die Thiazolidin-Ligation finden spezifisch an einem freien, N-terminalen 
Cystein statt, wohingegen die EPL spezifisch an einem C-terminalen Thioester 
durchgeführt wird. Im Gegensatz zu diesen spezifischen Kupplungsmethoden findet das 
heterobifunktionelle Crosslinking unspezifisch an allen anwesenden, zugänglichen 
Cysteinen statt. Die unterschiedliche Regiospezifität der untersuchten Kupplungsmethoden 
ergab einen Hinweis auf die Zugänglichkeit des N- bzw. C-Terminus von M.SssI. Das 
heterobifunktionelle Crosslinking ermöglichte weiterhin eine Abschätzung der Reaktivität 
der vorhandenen Cysteine. 
5.1.1 NCPL 
Das für die NCPL benötigte 5'-Thioester-TFO, Thioester-HN-PEG2+6-TFO1, wurde durch 
Reaktion von H2N-PEG2+6-TFO1 mit PMR (8) hergestellt. Eine MALDI-TOF-MS-
Analyse des Produkts bestätigte, dass die Thioester-Funktion erfolgreich eingeführt wurde. 
Zur Herstellung von M.SssI mit einem freien N-terminalen Cystein wurde der Vorläufer 
His6-TEV-M.SssI, der eine modifizierte TEV-Erkennungssequenz mit Cystein an der P1'-
Position besitzt, in E. coli MDS42 exprimiert und durch Nickel-Affinitäts- und 
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Kationenaustauscher-Chromatographie isoliert. Das Fusionsprotein His6-TEV-M.SssI 
wurde spezifisch zu ca. 80% mit der TEV-Protease fragmentiert und Cys-M.SssI nach 
Nickel-Affinitätschromatographie in 49% Ausbeute isoliert. Cys-M.SssI wurde 
anschließend mit Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 durch NCPL gekuppelt, wobei das N-
terminale Konjugat (NCPL-NT-Konjugat) langsam und in nur ca. 5% Ausbeute gebildet 
wurde. Außerdem wurde festgestellt, dass praktisch die gesamte Proteinmenge im Lauf der 
Reaktion ausfällt. 
5.1.2 Thiazolidin-Ligation 
Die für die Thiazolidin-Ligation erforderliche 5'-Aldehyd-Funktion am TFO wurde 
entweder direkt bei der Festphasen-DNA-Synthese mit Hilfe des Phosphoramidites 9 oder 
durch postsynthetische Modifikation von H2N-PEG2+6-TFO1 mit SFB (10) unter Bildung 
von Ald-HN-PEG2+6-TFO1 eingeführt. Ald-HN-PEG2+6-TFO1 wurde mit Cys-M.SssI, die 
durch TEV-Protease-Fragmentierung hergestellt wurde, gekuppelt, wobei das N-terminale 
Konjugat (Thiazolidin-NT-Konjugat) in ca. 10% Ausbeute gebildet wurde. Aufgrund von 
fast identischen Molekulargewichten besaßen das NCPL- und das Thiazolidin-NT-
Konjugat dieselbe Mobilität bei der SDS-PAGE-Analyse. Wie bei der NCPL wurde ein 
Ausfallen der Proteine im Verlauf der Reaktion beobachtet. Dies fand allerdings in 
geringerem Maße statt, was vermutlich auf den niedrigeren pH-Wert bei der 
Kupplungsreaktion zurückzuführen ist. 
5.1.3 EPL 
Die für die EPL nötige 5'-Cysteinyl-Funktion am TFO wurde entweder direkt bei der 
Festphasen-DNA-Synthese mit Hilfe des Phosphoramidites 11 in Cys-PEG3-TFO2 oder 
durch postsynthetische Modifikation von H2N-C3-ODN1 mit dem Cystein-
Modifikationsreagenz 12 eingeführt. Die Fmoc-Schutzgruppe am Cystein wurde in beiden 
Fällen durch Behandlung mit konzentriertem Ammoniak abgespalten, wohingegen die 
StBu-Schutzgruppe erst in situ durch die bei der EPL zugesetzten Thiol-Katalysatoren 
abgespalten wurde. Die Anwesenheit der Cystein-Funktion in Cys-PEG3-TFO2 wurde 
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durch MALDI-TOF-MS-Analyse bestätigt. Zur Herstellung von M.SssI mit einem C-
terminalen Thioester wurde das Plasmid pBAM3-MSssI, das für ein Fusionsprotein aus 
M.SssI, Mxe GyrA Intein und die Affinitätsmarker CBD und His6 kodiert, hergestellt. Das 
Fusionsprotein, M.SssI-Y-Mxe GyrA-CBD-His6, wurde in E. coli ER1821 exprimiert und 
auf einer Nickel-Affinitätssäule immobilisiert. Die Intein-Fragmentierung wurde durch 
Inkubation des immobilisierten Fusionsproteins mit MESNA induziert, wodurch M.SssI-
Thioester hergestellt wurde. Nach Elution wurde M.SssI-Thioester durch 
Kationenaustauscher-Chromatographie weiter aufgereinigt. Bei der EPL von M.SssI-
Thioester mit Cys-PEG3-TFO2 bzw. Cys-HN-C3-ODN1 in Anwesenheit von MESNA 
wurde das C-terminale Konjugat (EPL-CT-Konjugat) in ca. 30% Ausbeute gebildet. 
Aufgrund des niedrigeren Molekulargewichts zeigte das Konjugat eine etwas größere 
Mobilität als die NCPL- und Thiazolidin-NT-Konjugate bei der SDS-PAGE-Analyse. Das 
Ausfallen der Proteine im Verlauf der Reaktion wurde wie bei der NCPL und Thiazolidin-
Ligation auch hier festgestellt. Die Durchführung der EPL bei 4ºC sowie die Anwesenheit 
des Detergenz Triton X-100 konnte das Ausfallen der Proteine zum größten Teil 
unterdrücken. Dies ging allerdings auf Kosten der Ausbeute, die nur noch ca. 10% betrug. 
Zur Verbesserung der Kupplungsausbeute bei 4ºC wurde MPAA anstelle von MESNA 
zugesetzt. Durch Einsatz von MPAA als Katalysator wurde das Konjugat in ca. 15% 
Ausbeute gebildet. MPAA erhöhte allerdings die Tendenz zum Proteinausfallen. 
5.1.4 Heterobifunktionelles Crosslinking 
Das heterobifunktionelle Crosslinking wurde mit GMBS (6) bzw. mit dem verlängerten 
Crosslinker 7 durchgeführt. Diese wurden zur Modifikation von verschiedenen 5'-Amino-
TFO eingesetzt und die gebildeten 5'-Maleimid-TFO vom Überschuß an Crosslinker 6 
bzw. 7  befreit. Es wurden verschiedene M.SssI-Varianten mit Kombinationen von ein bis 
drei Cysteinen hergestellt, wobei die Cysteine sich im katalytischen Zentrum, am N- oder 
am C-Terminus des Enzyms befanden. Das N-terminale Cystein wurde in diesem Fall 
nicht mit der TEV-Protease, sondern direkt in E. coli mit Hilfe der endogenen MetAP 
hergestellt. Alle Varianten wurden in E. coli ER1821 exprimiert und nach Nickel-
Affinitäts- und Kationenaustauscher-Chromatographie in guten Ausbeuten isoliert. Als 
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erstes wurden alle Varianten mit dem Mal-HN-PEG2+6-TFO1 gekuppelt, wodurch ein Bild 
über die Reaktivität und Zugänglichkeit der Cysteine erhalten wurde. Das N-terminale 
Cystein reagierte langsam und das NT-Konjugat wurde in nur ca. 5% Ausbeute gebildet. 
Dessen Mobilität bei der SDS-PAGE war aufgrund eines fast ähnlichen 
Molekulargewichts identisch zum NCPL- und Thiazolidin-NT-Konjugat und ähnlich zum 
EPL-CT-Konjugat. Da das N-terminale Cystein trotz Herstellung auf zwei verschiedene 
Arten bei allen drei Kupplungsreaktionen wenig reaktiv war, wurde daraus geschlossen, 
dass der N-Terminus abgeschirmt ist und für eine Modifikation mit TFO nur schlecht 
zugänglich ist.  
Das C-terminale Cystein reagierte dagegen schnell mit Mal-HN-PEG2+6-TFO1 und das C-
terminale Konjugat (CT-Konjugat), das dieselbe bzw. eine ähnliche Mobilität wie die 
verschiedenen NT-Konjugate bzw. das EPL-CT-Konjugat bei der SDS-PAGE besaß, 
wurde in Abwesenheit des katalytischen Cysteins C141 in ca. 80% Ausbeute gebildet. 
Allerdings wurde festgestellt, dass das katalytische C141 auch sehr reaktiv ist, da es 
schnell mit Mal-HN-PEG2+6-TFO1 reagierte. Trotz identischer Molekulargewichte besaß 
das gebildete C141-Konjugat im Vergleich zu den NT- und CT-Konjugaten eine deutlich 
geringere Mobilität bei der SDS-PAGE-Analyse, was im Rahmen dieser Arbeit nicht 
geklärt werden konnte.  
Ein Ausfallen der anwesenden Proteine im Laufe der Reaktion wurde beim 
heterobifunktionellen Crosslinking ebenfalls festgestellt. Im Gegensatz zu den drei anderen 
Kupplungsmethoden konnte das Crosslinking bei schonenderen 4ºC schnell und in fast so 
hoher Ausbeute wie bei Raumtemperatur durchgeführt werden. Durch Zusatz von Triton 
X-100 konnte ein Ausfallen der Proteinen fast vollständig unterdrückt werden. Außerdem 
wurde der Einfluß eines langen PEG-Linkers, wie der im verlängerten Crosslinker 7, 
untersucht. Dabei wurde kein Einfluß auf die Kupplungsausbeute bzw. auf die 
Ausfalltendenz der anwesenden Proteine festgestellt. 
Da eine Modifikation des katalytischen C141 zu einem Verlust der DNA-
Methyltransferaseaktivität führen würde, wurde untersucht, ob C141 durch Bildung eines 
stabilen Protein-DNA-Komplexes mit einem kurzen Duplex-ODN und dem 
Cofaktoranalogon Az (13) (Pignot et al., 1998) blockiert werden kann. Die Bildung des 
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CT-Konjugats wurde dadurch tatsächlich begünstigt, aber das C141 konnte nicht 
vollständig blockiert werden.  
Aufgrund der unvollständigen Blockierung des katalytischen C141 wurde die M.SssI-
C141S-Variante hinsichtlich ihrer restlichen DNA-Methyltransferaseaktivität untersucht. 
Da diese Variante noch ca. 0,3% Aktivität besitzt und in hoher Ausbeute am C-Terminus 
mit Mal-HN-PEG2+6-TFO1 gekuppelt werden konnte, wurde beschlossen, weitere 
Untersuchungen mit M.SssI-C141S-TFO-Konjugaten durchzuführen. Die bis dahin 
verwendeten TFO waren aber nur für in vitro Untersuchungen geeignet und können nicht 
zum Adressieren von M.SssI-C141S zum EpCAM-Promoter eingesetzt werden. Anhand 
der EpCAM-Promoter-Sequenz wurde das H2N-C6-TFO3 entworfen. Dieses wurde mit 
dem verlängerten Crosslinker 7 unter Bildung von Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 modifiziert, 
um einen langen, flexiblen Linker zwischen M.SssI-C141S und der TFO-Einheit zu 
erhalten. Nach chromatographischer Aufreinigung konnte das verlängerte TFO in 
wiederum sehr guten Ausbeuten mit der M.SssI-C141S-Variante gekuppelt werden. Das so 
gebildete M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-TFO3-Konjugat wurde durch Anionenaustauscher-
Chromatographie mit einer DEAE-Sepharose Fast Flow-Säule gereinigt und in 35% 
Ausbeute isoliert. Die Analyse des gereinigten Konjugats durch SDS-PAGE ergab, dass es 
mit einer Reinheit von > 95% isoliert werden konnte. Eine eventuelle Kontamination mit 
ungekuppeltem Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 konnte aber nicht ausgeschlossen werden. 
Schließlich wurde bei dem Aktivitätstest des Konjugats eine unveränderte DNA-
Methyltransferaseaktivität im Vergleich zur M.SssI-C141S-Variante beobachtet. 
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5.2 In vivo Untersuchungen 
Das Transfektionsreagenz SAINT2-DOPE (1:1) (SD) wurde erfolgreich in der Gruppe von 
P. McLaughlin (UMCG Groningen, Niederlande) zur Profektion verschiedener Zelltypen 
mit einem Antikörper und β-Galactosidase unter Beibehaltung der Aktivität eingesetzt. SD 
wurde zudem nicht durch Anwesenheit von Serum inhibiert, was seinen Einsatz in vivo 
ermöglicht. SD war weiterhin in der Lage, M.SssI-His6-NC und M.SssI-C141S-NC in den 
Zellkern von SKOV-3-Zellen zu liefern, wo beide Varianten die E-Cadherin-Expression 
durch DNA-Methylierung des E-Cadherin-Promoters herabsetzen konnten. Im Falle der 
16HBE-Zellen wurde die E-Cadherin-Expression aber nur bei der Profektion mit der 
aktiveren M.SssI-His6-NC-Variante eindeutig verringert. 
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6 Ausblick 
Bei der Untersuchung und dem Vergleich der vier verschiedenen Kupplungsmethoden 
wurde festgestellt, dass das heterobifunktionelle Crosslinking die besten Ausbeuten ergab 
und die Kupplungsreaktion unter Bedingungen, die ein Ausfallen der Proteine verhindern, 
durchgeführt werden kann. Das heterobifunktionelle Crosslinking konnte aber nur mit der 
M.SssI-C141S-Variante, die eine restliche Aktivität von 0,3% besitzt, selektiv 
durchgeführt werden. Es wird zu beweisen sein, dass diese restliche Aktivität ausreicht, um 
eine DNA-Methylierung einer adressierten CpG-Sequenz zu erreichen. Zudem muß sich 
noch herausstellen, ob die TFO-Einheit M.SssI-C141S nur zu den gewünschten CpG-
Sequenzen sowohl in vitro als auch in vivo adressieren kann. Dafür sollte ein modifiziertes 
TFO, das 5-(1-Propinyl)-2'-desoxyuridin (pdU) und C5-Methyl-2'-desoxycytidin (dCMe) 
enthält, eingesetzt werden, um eine höhere Bindungsaffinität und eine Triplex-Bildung 
unter physiologischen Bedingungen zu erreichen. Da M.SssI-C141S DNA besser binden 
kann als TFO, wird wahrscheinlich die Entwicklung einer M.SssI-Variante mit einer 
geringeren Bindungsaffinität nötig sein, um ein effizientes Adressieren durch die TFO-
Einheit zu ermöglichen. Ebenso wird vermutlich der Abstand zwischen M.SssI-C141S und 
der TFO-Einheit zu optimieren sein.  
Sollte die restliche DNA-Methyltransferaseaktivität des M.SssI-C141S-TFO-Konjugats 
nicht ausreichen, dann muß an der Kupplung der C141-Varianten weitergearbeitet werden. 
Da die EPL spezifisch am C-Terminus in ca. 30% Ausbeute durchgeführt werden konnte, 
stellt sich diese Methode als Alternative dar. Durch weitere Optimierung der 
Reaktionsbedingungen könnten vielleicht höhere Ausbeuten erzielt werden, wobei die 
Effizienz des heterobifunktionellen Crosslinkings wahrscheinlich nicht erreicht werden 
kann. Die Ausbeute an Konjugat könnte des Weiteren vermutlich durch Renaturierung des 
ausgefallenen Konjugats verbessert werden.  
Da eine teilweise Blockierung des katalytischen Cysteins mit Az (13) und einem 
spezifischen Duplex-ODN vor dem heterobifunktionellen Crosslinking möglich war, wird 
momentan in dieser Richtung weiter geforscht, wobei auch andere Aziridin-Cofaktoren 
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getestet werden und die Bildung der Protein-DNA-Komplexe optimiert wird. Allerdings ist 
es unklar, ob diese Methode im Fall einer M.SssI-Variante mit einer geringeren DNA-
Bindungsaffinität ebenfalls eingesetzt werden kann. 
Damit eine megaspezifische M.SssI in vivo als Wirkstoff gegen Epithelkarzinome 
eingesetzt werden kann, wird ihr Transport in den Zellkern unter Beibehaltung der DNA-
Methyltransferasektivität nötig sein. Erste Ergebnisse bei der Profektion von M.SssI-His6-
NC mit SD belegen bereits, dass dies prinzipiell möglich sein sollte. Damit die Profektion 
spezifisch in Karzinomzellen stattfindet, sollte weiterhin untersucht werden, ob die 
Profektion durch Kupplung von SD mit dem Antikörper MOC31, der EpCAM auf der 
Zelloberfläche erkennt, spezifisch an Karzinomzellen durchgeführt werden kann.  
Da nicht alle CpG-Sequenzen des EpCAM-Promoters gleichermaßen zum silencing des 
Gens beitragen, ist es nötig, die relevanten CpG-Sequenzen im Promoter zu identifizieren. 
Sollten die CpG-Sequenzen, die mit dem hergestellten M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-
TFO3-Konjugat spezifisch methyliert werden sollen, irrelevant sein, dann müßte eine 
besser geeignete TFS ausgesucht werden. Sollte es aber keine geeignete TFS in der Nähe 
der relevanten CpG-Sequenzen geben, dann könnten Polyamide, die im Gegensatz zu TFO 
nicht auf die Erkennung von Homopolypurin:Homopolypyrimidin-Sequenzen begrenzt 
sind, als DNA-erkennende Einheiten eingesetzt werden. Für in vivo Untersuchungen wird 
es weiterhin nötig sein, die DNA-Sequenzen, die durch Bindung an Histon-Proteine 
unzugänglich sind und dadurch für die Triplex-Bildung nicht zur Verfügung stehen, zu 
identifizieren. 
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7 Experimenteller Teil 
7.1 Verwendete Materialen und Geräte 
7.1.1 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad puriss. p.a. bzw. p.a. und wurden 
von folgenden Firmen bezogen: 
Acetonitril (HPLC grade Ultra)  J.T. Baker (Griesheim) 
Acrylamid-Bis-Lösung (37,5:1)  Serva (Heidelberg) 
Agar      AppliChem (Darmstadt) 
Agarose     Invitrogen (Karlsruhe) 
Ammoniak-Lösung (33%)   J.T. Baker (Griesheim) 
Ammoniumpersulfat    Serva (Heidelberg) 
Ampicillin Natriumsalz   AppliChem (Darmstadt) 
Amylose-Resin    New England Biolabs (Frankfurt a.M.) 
L-(+)-Arabinose    Fluka (Taufkirchen) 
Borsäure     Gerbu (Gaiberg) 
Bromphenolblau Natriumsalz   Serva (Heidelberg) 
Calciumchlorid Dihydrat   Fluka (Taufkirchen) 
Chitin-Beads     New England Biolabs (Frankfurt a.M.) 
Coomassie Brilliant Blue R250  Serva (Heidelberg) 
N,N-Dimethylformamid (DMF)  Merck (Darmstadt)   
1,4-Dithio-D,L-threitol (DTT)   Fluka (Taufkirchen) 
Dikaliumhydrogenphosphat   AppliChem (Darmstadt) 
Dinatriumhydrogenphosphat   Merck (Darmstadt) 
Dodecylmaltosid    Gerbu (Gaiberg) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Gerbu (Gaiberg) 
Essigsäure     KMF (Lohmar) 
Ethanol     Merck (Darmstadt) 
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Ethidiumbromid    Sigma (Taufkirchen) 
D-Glucose     Gerbu (Gaiberg) 
Glycerin, 99%     Sigma (Taufkirchen) 
Glycerin, wasserfrei, 99,5%   Gerbu (Gaiberg) 
Glycin      Gerbu (Gaiberg) 
Guanidinium-Hydrochlorid   Gerbu (Gaiberg) 
Hefeextract     BD Biosciences (Heidelberg) 
His-Select HC-Nickel-Affinity Gel  Sigma (Taufkirchen) 
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-ethan- Gerbu (Gaiberg) 
sulfonsäure (Hepes) 
Imidazol     Fluka (Taufkirchen) 
Isopropanol     Merck (Darmstadt) 
Kaliumdihydrogenphosphat   J.T. Baker (Griesheim) 
Kaliumchlorid     Merck (Darmstadt) 
Magnesiumchlorid Hexahydrat  J.T. Baker (Griesheim) 
4-Maleimidobuttersäure-N-succinimidyl- Fluka (Taufkirchen) 
ester (GMBS) 
β-Mercaptoethanol    Serva (Heidelberg) 
2-Morpholino-ethansulfonsäure (MES) Gerbu (Gaiberg) 
2-Mercapto-ethansulfonsäure Natriumsalz Fluka (Taufkirchen) 
Natriumacetat wasserfrei   J.T. Baker (Griesheim) 
Natriumchlorid    Gerbu (Gaiberg) 
Natriumdihydrogenphosphat   J.T. Baker (Griesheim) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)   Gerbu (Gaiberg) 
Natriumhydroxid    J.T. Baker (Griesheim) 
Oligonucleotide modifying reagent (OMR) Link Technologies (Bellshill, UK) 
Peptide modifying reagent (PMR)  Link Technologies (Bellshill, UK) 
Polyethylenglycol 8000   Fluka (Taufkirchen) 
Salzsäure (37%)    Merck (Darmstadt) 
Succinimidyl 4-formylbenzoate (SFB) Merck (Darmstadt) 
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SYPRO Red Protein Gel Stain  Sigma (Taufkirchen) 
N,N,N',N'-Tetraethylethylendiamin  Acros (Geel) 
Tris(2-carboxyethyl)phosphine HCl  Acros (Geel) 
Tris-Hydrochlorid    Gerbu (Gaiberg) 
Tris Base     Gerbu (Gaiberg) 
Triton X-100     Fluka (Taufkirchen) 
Trypton     BD Biosciences (Heidelberg) 
Verlängerter Crosslinker 7   LCC (Egerkingen, Schweiz) 
Der Cystein-Modifikationsreagenz 12 wurde freundlicherweise von Herrn Dipl.-Chem. M. 
Bahr nach Vorschrift (Lovrinovic & Niemeyer, 2005) hergestellt. 
7.1.2 Enzyme 
Die kommerziell erhältlichen Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: 
Enterokinase     New England Biolabs (Frankfurt a.M.) 
Factor Xa     Qiagen (Hilden) 
Proteinase K     Qiagen (Hilden) 
Pfu DNA-Polymerase    MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.BcuI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.BstUI     New England Biolabs (Frankfurt a.M.) 
R.NcoI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.NheI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.PstI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.SacI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.SpeI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.XbaI      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
T4 DNA-Ligase    MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Die TEV-Protease mit His6-Affinitätsmarker wurde freundlicherweise von Herrn Dr. A. 
Rak und Frau N. Bleimling (MPI für Molekulare Physiologie, Dortmund) zur Verfügung 
gestellt. 
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7.1.3 Plasmide, DNA und Marker 
λ-DNA     MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
MassRuler DNA Ladder, Mix  MBI Fermentas (St. Leon Rot) 
O'GeneRuler 200 bp DNA Ladder  MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
O'GeneRuler 500 bp DNA Ladder  MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Protein Molekulargewichtsmarker  MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
pTWIN1     New England Biolabs (Frankfurt a.M.) 
pUC19      MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
7.1.4 M.SssI kodierende Plasmide 
Abgesehen von pBAM1-MsssI, pBAM2-MSssI und pBAM3-MSssI wurden die M.SssI 
kodierenden Plasmide von Herrn Prof. Dr. A. Kiss, Frau Dr. K. Ślaska-Kiss und Herrn Dr. 
T. Raskó (Institute of Biochemistry, Biological Research Center of the Hungarian 
Academy of Sciences, Szeged, Ungarn) konstruiert. 
Tab. 7.1: Plasmide und darin kodierte M.SssI-Varianten. 
Plasmid Kodiertes Enzym 
pBFL-MSssI-2 FLAG-M.SssI 
pBMXH-MSssI MBP-Xa-M.SssI-His6
pBH-MSssI M.SssI-His6
pBHNC-MSssI  M.SssI-His6-NC 
pBHNS-MSssI  M.SssI-His6-NS 
pBHNC-MSssI(C141S) M.SssI-C141S-NC 
pBH-MSssI(C141S) M.SssI-C141S 
pBNHT-MSssI His6-TEV-M.SssI 
pBAM1-MSssI M.SssI-S-Mxe GyrA-CBD 
pBAM2-MSssI M.SssI-Y-Mxe GyrA-CBD 
pBAM3-MSssI M.SssI-Y-Mxe GyrA-CBD-His6
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7.1.5 Oligodesoxynucleotide und Primer 
Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Ald-TFO2, H2N-
C6-TFO3 und H2N-C3-ODN1 wurden von der Firma Eurogentec (Köln) bezogen. H2N-
PEG2+6-TFO1, Cys-PEG3-TFO2 und H2N-C6-TFO1 wurden freundlicherweise von Dr. 
C. Beuck, Frau Dipl.-Chem. S. Peters bzw. Herrn Dipl.-Chem. M. Bahr mit einem DNA-
Syntheseautomaten 392 der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt) nach Standard-
verfahren hergestellt und durch reversed-phase HPLC gereinigt.  
Tab. 7.2: Bezeichnungen und Sequenzen der verwendeten Sequenzierungsprimer. 
Bezeichnung Sequenz 
pBH_Seq1_fwd 5'-GATCCTACCTGACGCTTTTTATC-3' 
pBH_Seq2_fwd 5'-CACTATCTTGGAATTCAAAAAATCC-3' 
pBH_Seq3_fwd  5'-CTTCACAAGAAGAATGAAGAAGAAC-3' 
pBH_Seq4_fwd 5'-GCAAGCGGTGCAAATTCAAG-3' 
pBH_Seq1_rev  5'-CTGTTTTATCAGACCGCTTCTG-3' 
pBH_Seq2_ rev 5'-CTTGCAGTTAAGGTTGGTCCTG-3' 
pBH_Seq3_ rev 5'-CAAGACTTTCTAGTTTTTGCTTCC-3' 
pBH_Seq4_ rev 5'-CATCTTTTTTTCTCTTCCAATAACC-3' 
Mxe_Intein_rev  5'-GGCACGATGTCGGCGATG-3' 
Tab. 7.3: Bezeichnungen und Sequenzen der verwendeten Klonierungsprimer. 
Bezeichnung Sequenz 
AM-30 5'-CAAAGTTGGAGTATAAATCAGTTTCTAGAG-3' 
AM-31 5'-CTCTAACCATGGCACCTCCAATTTTATCTATAATC-3' 
AM-32 5'-CATGGGCTCTTATTGCATCACGGGAGATGCA-3' 
AM-33  5'-CTAGTGCATCTCCCGTGATGCAATAAGAGCC-3' 
AM-34 5'-CTACCCTGCAGTCAGTGATGGTGATGGTGATGTTG 
    AAGCTGCCACAAGGC-3' 
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Tab. 7.4: Bezeichnungen und Sequenzen der verwendeten TFO bzw. ODN. 
Bezeichnung Sequenz 
H2N-PEG2+6-TFO1 5'-Amino-PEG6-TTCTTTTCTTTCTTCTTTCTTT-3' 
Ald-TFO2 5'-Aldehyd-GAGGGAGAGGGG-3' 
Cys-PEG3-TFO2 5'-Cystein-PEG3-GAGGGAGAGGGG-3' 
H2N-C6-TFO1 5'-Aminohexyl-TTCTTTTCTTTCTTCTTTCTTT-3' 
H2N-C6-TFO3 5'-Aminohexyl-TTTTTTTTTTTTTTTCTCTCTTTT-3' 
H2N-C3-ODN1 5'-Aminopropyl-GCTCTGCTGCATGCCG-3' 
7.1.6 Bakterienstämme 
Die E. coli Zellen ER1821 wurden bei New England Biolabs (Frankfurt a.M.) bezogen. 
Genotyp: F- glnV44 e14-(McrA-) rfbD1? relA1? endA1 spoT1? thi-1 ∆(mcrC-
mrr)114::IS10. 
Die E. coli Zellen MDS42 (Pósfai et al., 2006) wurden bei Scarab Genomics LCC 
(Madison, Wisconsin) bezogen. 
7.1.7 Verwendete Geräte 
Reinstwasseranlage 
Das verwendete Reinstwasser wurde durch eine Milli-Q Academic Anlage mit 
vorgeschalteter Elix-3 Anlage der Firma Millipore (Eschborn) hergestellt. 
Lyophilisation 
Für die Lyophilisation wurde eine Speed Vac Plus SC 110A mit der Kühleinheit 
Refrigerated Vapor Trap RVT 100 der Firma Savant eingesetzt. 
Zentrifugation 
Die Zentrifugation von Eppendorf-Gefäßen wurde in einer Eppendorf Centrifuge 5410 
durchgeführt. Für die Zentrifugation von Zellkulturen oder Lysaten wurde eine Avanti J-20 
High-Performance-Zentrifuge von Beckman (München) mit Rotoren JS-4.3 bzw. JA-17 
verwendet.  
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Elektroporation 
Die Elektroporation wurde in einem MicroPulser der Firma BioRad (München) 
durchgeführt. 
Sterilisation 
Zum Sterilisieren von Geräten oder Flüssigkeiten wurde ein Varioklav Dampfsterilisator 
der Firma H+P Labortechnik (Dülmen) verwendet. 
Schüttler 
E. coli Kulturen wurden in einem Innova 4330 Schüttler der Firma New Brunswick 
Scientific inkubiert. 
Zellaufschluß 
E. coli Zellen wurden mit einem Ultraschall-Desintegrator Sonifier II W-250 der Firma 
Branson (Dietzenbach) aufgeschlossen. Der Aufschluß wurde auf Eis durchgeführt und die 
Zellen wurden 10 × 10 s bei einem Output von 8 und einem Duty cycle von 60% mit 1 min 
Pause zwischen den Beschallungen aufgeschlossen.  
pH-Bestimmung 
Zur Einstellung von pH-Werten wurden ein pH-Meter 766 Calimatic der Firma Knick 
(Berlin) und eine IJ44 pH-Elektrode der Firma Gamma Analysentechnik verwendet. 
Inkubationen 
Zur Inkubation von Reaktionsansätze wurden ein Brutschrank Function Line der Firma 
Heraus (Hanau) bzw. ein Mini-10 Inkubator der Firma Hybaid verwendet. Für 
Temperaturen > 60ºC wurde ein Heizblock HBT 130 der Firma HLC eingesetzt. 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR wurde mit einem Mastercycler personal der Firma Eppendorf (Köln) 
durchgeführt. 
Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese wurde in einem Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis 
System angeschlossen an ein Power Pac 300 System der Firma BioRad (München) 
durchgeführt. 
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SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
SDS-PAGE wurde in einem Mini-PROTEAN 3 Cell mit einem Power Pac 300 System der 
Firma BioRad (München) durchgeführt. Zur Trocknung von SDS-Gelen wurde ein Model 
583 Gel Dryer der Firma BioRad (München) verwendet. 
7.2 Instrumentelle Methoden 
7.2.1 MALDI 
Die MALDI-Massenspektren von ODN wurden von Frau A. Verbovsek bzw. Frau 
S. Meilhammer am Deutschen Wollforschungsinstitut (DWI, Aachen) mit einem Biflex III 
der Firma Bruker (Rheinstetten) aufgenommen. Die ODN wurden durch Gelfiltration 
entsalzt und mit Dowex 50W × 4 Kationenaustauscherharz in der Ammonium-Form 
versetzt, um restliche Alkalimetallionen zu entfernen. Die ODN-Lösung (1 µl) wurde auf 
eine zuvor eingetrocknete Matrix (1 µl) aus Hydroxypicolinsäure-Lösung (10 Teile, 
50 mg/ml in Wasser/Acetonitril 1:1) und Ammoniumcitrat-Lösung (1 Teil, 100 mg/ml in 
Wasser) gebracht und vor der Messung an der Luft gertocknet. Es wurden positive Ionen 
detektiert. 
7.2.2 FPLC 
Für die Proteinreinigung wurde eine Pharmacia Biotech FPLC bestehend aus einen LCC-
500 Plus Chromatographie-Controller, zwei High Precision Pump P-500 Pumpen und 
einen Fraktionssammler FRAC-100 verwendet. Als Chromatographie-Säulen wurde ein 
Kationenaustauscher POROS HS 50 (16 × 90 mm und 26 × 42 mm, Applied Biosystems, 
Weiterstadt) und ein Anionenaustauscher DEAE Sepharose Fast Flow (16 × 13 mm, 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) eingesetzt. Vor dem Gebrauch wurden die Säulen 
mit 10 Säulenvolumen (SV) Start-Puffer equilibriert. 
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7.2.3 HPLC 
Die reversed-phase HPLC wurde mit einem Waters Breeze System durchgeführt. Dieses 
setzte sich aus dem binären Pumpensystem Waters 1525, dem Waters 2487 Dual λ 
Absorbance Detector und einem Waters In-Line Degasser zusammen. Die Steuerung der 
Einzelkomponenten erfolgte mit der Windows XP basierten Software Breeze der Firma 
Waters (Eschborn). Die Chromatographie wurde bei Raumtemperatur (RT) durchgeführt. 
Für die Reaktionskontrolle und zur präparativer Reinigung von kleinen ODN-Mengen 
mittels reversed-phase HPLC wurde eine NC Prontosil C-18 Säule (250 × 4,6 mm, 5 µm, 
120 Å) der Firma Bischoff (Leonberg) bei einem Fluss von 1 ml/min verwendet. Alle 
Puffer wurden vor der Verwendung mikrofiltriert. Analytische und präparative Proben 
wurden in Startpuffer oder in Reinstwasser auf die Säule gegeben. Die Detektion erfolgte 
durch Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm. Folgende Puffersystem und 
Gradienten wurden verwendet: 
Puffer A: 100 mM TEAAc, pH 7,0, 1 mM NaN   3
Puffer B: 100 mM TEAAc, pH 7,0, 1 mM NaN3, 70% CH3CN 
Gradient 1: 0–30 min  10%–35% B 
  30–32 min  35%–100% B 
  32–42 min  100% B 
  42–44 min  100%–10% B 
Gradient 2: 0–5 min  0%–3% B 
  5–25 min  3%–57% B 
  25–37,5 min  57%–100% B 
  37,5–42,5 min  100% B 
  42,5–45 min  100%–0% B 
Gradient 3: 0–20 min  15%–50% B 
  20–34 min  50%–100% B 
  34–42 min  100% B 
  42–44 min  100%–15% B  
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7.2.4 UV-VIS-Spektroskopie 
Die UV/VIS-spektroskopischen Messungen wurden mit einem UV-Visible-
Spektrophotometer Cary 3E der Firma Varian (Darmstadt) durchgeführt.  
7.2.5 DNA Sequenzierung 
Plasmid-DNA wurden am Fraunhofer Institut für Molekularbiologie und Angewandte 
Ökologie (Aachen) sequenziert. 
7.3 Molekularbiologische Methoden 
7.3.1 Gelfiltration 
Für die Gelfiltration von ODN- oder Protein-Lösungen wurden NAP-5 Säulen der Firma 
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) eingesetzt. Die Säulen wurden nach Abgießen 
des Lager-Puffers durch drei- bis viermaliges Spülen mit Wasser (jeweils 3 ml) 
konditioniert. Die Lösungen (500 µl) wurden auf die Säule aufgetragen und mit Wasser 
(1 ml) eluiert.   
7.3.2 Agarosegelelektrophorese 
In einer Mikrowelle wurde Agarose (0,21 g bis 0,3 g) in 0,5 × TBE Puffer (30 ml, 
44,5 mM Tris Base, 44,5 mM Borsäure, 1 mM EDTA, pH 8,0) mit Ethidiumbromid 
(0,5 µg/ml) durch Erhitzen gelöst. Die Agaroselösung (0,7 bis 1,0%ig) wurde dann in eine 
Minigelkammer gegossen. Nach Erstarren des Agarosegels wurden die Proben mit 1/5 
Volumen 6 × Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) versetzt und in die 
Taschen des Gels eingefüllt. Die Elektrophorese wurde bei 100 V in 0,5 × TBE Puffer mit 
Ethidiumbromid (0,5 µg/ml) während 45 min durchgeführt. Die DNA wurde anschließend 
durch UV-Bestrahlung (λ = 312 nm) sichtbar gemacht und das Gel mit einer Polaroid-
Kamera fotografiert. 
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7.3.3 SDS-PAGE 
Zur gelelektrophoretischen Analyse von Proteinlösungen wurden SDS-Polyacrylamidgele 
in einem diskontinuierlichen Puffersystem nach Lämmli verwendet. Das weitporige 
Sammelgel (5%) dient zur Konzentration der aufgetragenen Proben und das engporige 
Trenngel (15%) zur Auftrennung. 
Zur Herstellung der Trenngele wurde Acrylamid/Bisacrylamid (2,5 ml, 37,5:1, 30%) mit 
4 × Trenngelpuffer (1,25 ml, 1,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS, pH 8,8), Wasser (1,25 ml), APS 
(25 µl, 100 mg/ml) und TEMED (2,5 µl) versetzt. Die Lösung wurde sofort zwischen zwei 
Glasplatten gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach ca. 20 min war die 
Polymerisation abgeschlossen und das Isopropanol wurde entfernt. Anschließend wurde 
das Sammelgel, bestehend aus einer Lösung (1,5 ml) aus Acrylamid/Bisacrylamid (250 µl, 
37,5:1), 4 × Sammelgelpuffer (375 µl, 0,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS, pH 6,8), Wasser 
(875 µl), APS (12 µl, 100 mg/ml) und TEMED (1,5 µl) zwischen die Glasplatten gegossen 
und in Gegenwart eines Kammes polymerisiert. Die Proteinproben wurden mit einem 
gleichen Volumen 2 × SDS-Probenpuffer (2% SDS, 10% Glycerin, 50 ppm 
Bromphenolblau, 640 mM β-Mercaptoethanol bzw. 5 mM TCEP im Fall von Intein-
Fusionsproteinen) oder mit 1/4 Volumen 5 × SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C 
inkubiert und nach Abkühlen auf RT in die Taschen aufgetragen. Die Elektrophorese 
wurde bei 150 V in 1 × SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-HCl, 200 mM Glycin, 0,05% oder 
0,1% SDS, pH 8,3) während 80 min durchgeführt. Die Gele wurden nach der 
Elektrophorese entweder mit Coomassie Brilliant Blue (10% Essigsäure, 40% Ethanol, 
50% Wasser, 0,05% Coomassie Brilliant Blue R250) oder mit SYPRO Red (0,02% 
SYPRO Red in 7,5%iger Essigsäure) gefärbt. Die Coomassie-gefärbten Gele wurden in 
Entfärbelösung (10% Essigsäure, 40% Ethanol, 50% Wasser) solange wieder entfärbt, bis 
die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Dann wurden sie gründlich mit Wasser 
gewaschen und mit einem Geltrockner auf Papier getrocknet. Die SYPRO Red-gefärbten 
Gele wurden 1 min in 7,5%iger Essigsäure entfärbt und mit Wasser gewaschen. Die 
Proteine wurden dann durch UV-Bestrahlung (λ = 312 nm) sichtbar gemacht und das Gel 
mit einer Polaroid-Kamera fotografiert.  
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7.3.4 Konzentrationsbestimmung von ODN und DNA 
ODN- und DNA-Konzentrationen wurden UV-spektroskopisch durch Messung der 
Absorption bei der Wellenlänge λ = 260 nm bestimmt. Dazu wurde die DNA-Lösung in 
Wasser verdünnt und die Absorption in einer 1 cm Quarzküvette gemessen. Die molare 
Extinktionskoeffizienten der ODN wurden mit Hilfe der nearest-neighbour Methode 
(Cantor et al., 1970) unter Verwendung der Dinucleotid-Koeffizienten aus Fasman (1976) 
berechnet. Die Konzentration von doppelsträngiger DNA wurde nach der empirischen 
Formel 1 OD260 = 50 ng/µl  doppelsträngiger DNA bestimmt. Alternativ erfolgte die 
Bestimmung von sehr kleinen DNA-Mengen durch Agarose-Gelelektrophorese mit Hilfe 
eines direkten visuellen Vergleichs mit dem MassRuler Mix. 
7.3.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde nach der von Bradford (1976) 
beschriebenen Methode durchgeführt. Proben der Proteinlösungen wurden mit Wasser auf 
100 µl aufgefüllt und mit 900 µl Bradford-Reagenz versetzt. Nach 10 min wurde die 
Absorption der Lösung bei 595 nm bestimmt und die Proteinkonzentration anhand einer 
BSA-Eichgerade ermittelt. 
Alternativ wurde die Absorption bei 280 nm im UV-Puffer (50 mM NaH2PO4, 6 M 
Guanidinium-HCl, pH 6,5) bestimmt und die Enzymkonzentration anschließend mit Hilfe 
eines berechneten molaren Extinktionskoeffizienten bestimmt. Protein-Extinktions-
koeffizienten wurden mit dem ProtParam Programm (Gasteiger et al., 2005) auf der 
ExPASy Server (www.expasy.com) berechnet. 
7.3.6 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen zur Elektroporation 
Alle Zentrifugations- und Wasch-Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. LB-
Medium (200 ml) wurde mit einer stationären Übernachtkultur (2 ml) der entsprechenden 
Zellen angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5–0,6 bei 37°C und 250 rpm inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen 15 min bei 4°C und 2800 g (3500 rpm) abzentrifugiert. 
Der Überstand wurde abdekantiert und die Zellen in sterilem 10%igem Glycerin (100 ml) 
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aufgenommen. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert und nach dem Abdekantieren des 
Überstandes in sterilem 10%igem Glycerin (25 ml) resuspendiert. Nach erneutem 
Abzentrifugieren und Abdekantieren des Überstandes wurden die Zellen in sterilem 
10%igem Glycerin (10 ml) aufgenommen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden 
die Zellen in sterilem 10%igem Glycerin (800 µl) resuspendiert, als Aliquots (40 µl) in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 
7.3.7 Transfomation mittels Elektroporation 
Die eingefrorenen kompetenten Zellen wurden 30 min auf Eis aufgetaut. Die Zellen (40 µl) 
wurden mit Plasmid-DNA (5 ng) versetzt und 1 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden 
dann in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette (1 cm) pipettiert und einer Spannung von 
1,8 kV ausgesetzt. Nach dem Elektroporationsschritt wurden die Zellen sofort in LB-
Medium (1 ml) aufgenommen und 1 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Anschließend 
wurden 100, 200 und 400 µl der Zellen auf LB/Amp/0,2% Glucose-Platten ausplattiert und 
über Nacht bei 37°C inkubiert.   
7.3.8 Herstellung CaCl2-kompetenter E. coli-Zellen und deren Transformation 
LB-Medium (10 ml) wurde mit einer Kolonie der entsprechenden Zellen angeimpft und bis 
zu einer OD600 von 0,3 bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
20 min bei 4°C und 2800 g (3500 rpm) abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgegossen 
und die Zellen in eine sterile MgCl2-Lösung (5 ml, 0,1 M) aufgenommen. Die Zellen 
wurden erneut abzentrifugiert und nach dem Abgießen des Überstandes in eine sterile 
CaCl2-Lösung (1 ml, 0,1 M) resuspendiert. Nach 1 h Inkubation auf Eis wurden die Zellen 
in Aliquots (200 µl) aufgeteilt, mit Ligationsansatz (12 µl, siehe 7.3.10-7.3.13) versetzt 
und erneut 1 h auf Eis inkubiert. Im Anschluß wurden die Zellen 2 min bei 42°C und 
200 rpm inkubiert und dann sofort in LB-Medium (1 ml) aufgenommen. Nach einstündiger 
Inkubation bei 37°C und 200 rpm wurden 100 µl der Zellen auf LB/Amp/0,2% Glucose-
Platten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.   
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7.3.9 Amplifikation und Isolierung von Plasmid-DNA 
Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden LB-Medium (10 ml) mit Ampicillin 
(100 µg/ml) und Glucose (0,2%) mit einer Kolonie ER1821, die mit dem entsprechenden 
Plasmid transformiert wurden, angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. 
Am nächsten Tag wurden die Zellen 10 min bei 4°C und 3700 g (4000 rpm) 
abzentrifugiert. Die Plasmide wurden aus den abzentrifugierten Zellen mit dem QIAprep 
Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert. 
7.3.10 Konstruktion des Plasmids pTWIN-AM1 
Zur Konstruktion des Plasmids pTWIN-AM1 wurde zuerst eine R.NcoI-Schnittstelle am 
C-Terminus des M.SssI-Gens mittels PCR eingeführt. Der mittels PCR amplifizierte C-
Terminus des M.SssI-Gens wurde dann mit R.XbaI und R.NcoI fragmentiert und mit dem 
N-Terminus des Mxe GyrA Intein im Plasmid pTWIN1 fusioniert.  
Es wurden drei identische PCR-Ansätze parallel durchgeführt. pBH-MSssI (25 ng, 
6,65 fmol) und die Primer AM-30 und AM-31 (je 2,5 pmol) in einer Nucleotid-Lösung 
(100 µl, dATP, dCTP, dGTP, dTTP: je 200 µM, 20 mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 
10 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA und 10 mM MgSO4, pH 8,8) wurden mit 
Pfu DNA-Polymerase (3 u) versetzt. Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen 
durchgeführt: 1 min 95°C; 35 Zyklen: 1 min 95°C, 1 min 56°C, 2,25 min 72°C; 1 min 
95°C; 15 min 72°C. Die PCR-Ansätze wurden dann vereinigt und das PCR-Produkt mit 
dem QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers 
aufgereinigt. 
Das gereinigte PCR-Produkt wurde in Y+-Puffer (80 µl, 33 mM Tris-OAc, 10 mM 
Mg(OAc)2, 66 mM KOAc und 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9) mit R.XbaI (40 u) und R.NcoI 
(40 u) versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Insert-Fragment wurde aus einem 1%igen 
Agarosegel mit dem QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des 
Herstellers aufgereinigt. 
Das Plasmid pTWIN1 wurde ebenfalls mit R.XbaI und R.NcoI fragmentiert. Dazu wurde 
pTWIN1 (1,5 µg) in Y+-Puffer (75 µl, 33 mM Tris-OAc, 10 mM Mg(OAc)2, 66 mM 
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KOAc und 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9) mit R.XbaI (30 u) und R.NcoI (30 u) versetzt und 1 h 
bei 37°C inkubiert. Das Vektor-Fragment wurde aus einem 0,7%igen Agarosegel mit dem 
QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
Anschließend wurden Vektor-Fragment (50 ng) und Insert-Fragment (65 ng) in Ligase-
Puffer (15 µl, 40 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT und 1 mM ATP, pH 7,5) mit 
T4 DNA-Ligase (1 u) versetzt und 16 h bei 16°C inkubiert. Nach Inkubation wurde die 
Ligase 10 min lang bei 65°C inaktiviert und wie unten 7.3.8 beschrieben zur 
Transformation von ER1821-Zellen eingesetzt. 
7.3.11 Konstruktion des Plasmids pBAM1-MSssI 
Der Plasmid pBAM1-MSssI wurde durch Rückklonierung des mit dem Mxe GyrA Intein 
fusionierten C-Terminus des M.SssI-Gens in den Plasmid pBH-MSssI erhalten. 
Zuerst wurden die Plasmide pBH-MSssI bzw. pTWIN-AM1 mit R.XbaI und R.PstI 
fragmentiert. Dazu wurden die Plasmide (je 2,0 µg) einzeln in Y+-Puffer (100 µl, 33 mM 
Tris-OAc, 10 mM Mg(OAc)2, 66 mM KOAc und 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9) mit R.XbaI 
(60 u) und R.PstI (60 u) versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Vektor- bzw. das Insert-
Fragment wurden aus einem 0,7%igen Agarosegel mit dem QIAquick Gel Extraction Kit 
von Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
Vektor-Fragment (40 ng) und Insert-Fragment (60 ng) wurden in Ligase-Puffer (15 µl, 
40 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT und 1 mM ATP, pH 7,5) mit T4 DNA-
Ligase (1 u) versetzt und 16 h bei 16°C inkubiert. Nach Inkubation wurde die Ligase 
10 min lang bei 65°C inaktiviert und wie unten 7.3.8 beschrieben zur Transformation von 
ER1821-Zellen eingesetzt. 
7.3.12 Konstruktion des Plasmids pBAM2-MSssI 
Zur Konstruktion des Plasmids pBAM2-MSssI wurde ein synthetisch hergestellter DNA-
Fragment mit R.NcoI- und R.BcuI-Überhängen in den Plasmid pBAM1-MSssI kloniert. 
Zuerst wurde das Plasmid pBAM1-MSssI mit R.NcoI und R.BcuI fragmentiert. Dazu 
wurde pBAM1-MSssI (3,0 µg) in Y+-Puffer (150 µl, 33 mM Tris-OAc, 10 mM Mg(OAc)2, 
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66 mM KOAc und 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9) mit R.NcoI (90 u) und R.BcuI (90 u) versetzt 
und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Vektor-Fragment wurde aus einem 0,7%igen Agarosegel 
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers 
aufgereinigt. 
Die Insert-ODN AM-32 und AM-33 (je 300 pmol) wurden in Puffer (30 µl, 40 mM Tris-
HCl, 10 mM MgCl2 und 10 mM DTT, pH 7,5) während 3 min bei 95°C inkubiert und 
anschließend durch langsames Abkühlen auf RT hybridisiert. Der so erhaltene 
Doppelstrang ist an dem einen Ende komplementär zu R.NcoI geschnittener und am 
anderen Ende komplementär zu R.BcuI geschnittener DNA. Anschließend wurden (50 ng, 
11,7 fmol) Vektor- und Insert-Fragment (234 fmol) in Ligase-Puffer (15 µl, 40 mM Tris-
HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT und 1 mM ATP, pH 7,5) mit T4 DNA-Ligase (1 u) 
versetzt und 16 h bei 16°C inkubiert. Nach Inkubation wurde die Ligase 10 min lang bei 
65°C inaktiviert und wie unten 7.3.8 beschrieben zur Transformation von ER1821-Zellen 
eingesetzt. 
7.3.13 Konstruktion des Plasmids pBAM3-MSssI 
Zur Konstruktion des Plasmids pBAM3-MSssI wurde ein His6-Marker am C-Terminus des 
M.SssI-Y-Mxe GyrA-CBD-Fusionsgens durch PCR eingeführt. Der mittels PCR 
amplifizierte C-Terminus des Fusionsgens wurde dann mit Hilfe von R.NcoI und R.PstI in 
den Plasmid pBAM2-MSssI zurückkloniert.  
Es wurden drei identische PCR-Ansätze parallel durchgeführt. pBAM2-MSssI (25 ng, 
6,65 fmol) und die Primer pBH_Seq4_fwd und AM-34 (je 2,5 pmol) wurden in einer 
Nucleotid-Lösung (100 µl, dATP, dCTP, dGTP, dTTP: je 200 µM, 20 mM Tris-HCl, 
10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA und 10 mM MgSO4, 
pH 8,8) mit Pfu DNA-Polymerase (3 u) versetzt. Die PCR wurde unter folgenden 
Bedingungen durchgeführt: 1 min 95°C; 35 Zyklen: 1 min 95°C, 1 min 52°C, 2,3 min 
72°C; 1 min 95°C; 15 min 72°C. Die PCR-Ansätze wurden vereinigt und das PCR-Produkt 
mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen aufgereinigt. 
Das gereinigte PCR-Produkt (3,0 µg) wurde in Y+-Puffer (150 µl, 33 mM Tris-OAc, 
10 mM Mg(OAc)2, 66 mM KOAc und 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9) mit R.NcoI (60 u) und 
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R.PstI (60 u) versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Insert-Fragment wurde aus einem 
1%igen Agarosegel mit dem QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des 
Herstellers aufgereinigt. 
Das Plasmid pBAM2-MSssI wurde ebenfalls mit R.NcoI und R.PstI fragmentiert. Dazu 
wurde pBAM2-MSssI (3,0 µg) in Y+-Puffer (150 µl, 33 mM Tris-OAc, 10 mM Mg(OAc)2, 
66 mM KOAc und 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9) mit R.NcoI (80 u) und R.PstI (80 u) versetzt 
und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Vektor-Fragment wurde aus einem 0,7%igen Agarosegel 
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers 
aufgereinigt. 
Anschließend wurden Vektor- (60 ng) und Insert-Fragment (150 ng) in Ligase-Puffer 
(15 µl, 40 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT und 1 mM ATP, pH 7,5) mit T4 
DNA-Ligase (1 u) versetzt und 16 h bei 16°C inkubiert. Nach Inkubation wurde die Ligase 
10 min lang bei 65°C inaktiviert und wie unten 7.3.8 beschrieben zur Transformation von 
ER1821-Zellen eingesetzt. 
7.4 Proteinreinigung 
7.4.1 Reinigung der Varianten M.SssI-His6, M.SssI-His6-NC, M.SssI-His6-NS, 
M.SssI-C141S-NC und M.SssI-C141S 
LB-Medium (10 ml) mit Ampicillin (100 µg/ml) und Glucose (0,2%) wurde mit einer 
Plasmid-tragenden Kolonie von ER1821 angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde LB-Medium (5 × 200 ml) mit Ampicillin (100 µg/ml) 
mit Übernachtkultur (je 2 ml) angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,6–0,8 bei 37°C und 
225 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden dann mit einer 25%igen L-Arabinose-Lösung 
(8 ml) versetzt und weitere 4 h bei 30°C und 225 rpm inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen bei 4°C und 3700 g (4000 rpm) abzentrifugiert und bei -20°C gelagert. 
Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. Varianten mit C141 und 
C141S-Varianten wurden auf separaten Säulen gereinigt. Die Zellen wurden in Lysis-
Puffer (5 ml Puffer pro 1 g Zellen, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 mM Imidazol, pH 
114 
EXPERIMENTELLER TEIL 
8,0) resuspendiert und mit Ultraschall aufgeschlossen. Die unlösliche Bestandteile wurden 
1 h bei 39800 g (17000 rpm) abzentrifugiert und der Überstand auf einer His-Select Nickel 
Affinity Säule (1–1,5 ml), equilibriert mit Lysis-Puffer, mit einem Fluss von maximal 
1 ml/min aufgetragen. Die Säule wurde dann mit 10 SV Lysis-Puffer gewaschen. 
Anschließend wurden Proteine mit 10 SV Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM 
NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0) eluiert. Das Eluat wurde mit einem halben Volumen an 
Puffer A (6,7 mM NaOAc, 6,7 mM MES, 6,7 mM Hepes, 1 mM EDTA, 10% Glycerin, pH 
7,5) verdünnt und mit einem Fluss von 1 ml/min auf eine Kationenaustauscher-Säule 
(20 ml, Poros HS 50) aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit 5 SV Puffer A mit NaCl 
(0,2 M) wurden die M.SssI-Varianten mit einem linearen NaCl-Gradient von 0,2–1 M in 
Puffer A innerhalb von 10 SV eluiert (Elutionsbereich der Varianten mit C141: 690–
970 mM NaCl, Elutionsbereich der C141S-Varianten: 640–800 mM NaCl). Dabei wurden 
Fraktionen (2,11 ml) gesammelt und durch SDS-PAGE analysiert. Die M.SssI-Varianten-
enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und durch Ultrafiltration (Jumbosep-10K und 
Amicon Centriprep-10) auf 550 µl einkonzentriert. Die konzentrierten Protein-Lösungen 
wurden mit Glycerin (Endkonzentration 50%) versetzt und bei -20°C gelagert. Die 
Ausbeute an gereinigten M.SssI-Varianten betrug: M.SssI-His6: 4,9 mg; M.SssI-His6-NC: 
5,6 mg; M.SssI-His6-NS: 5,5 mg; M.SssI-C141S-NC: 6,2 mg; M.SssI-C141S: 5,1 mg. 
7.4.2 Reinigung der Variante His6-TEV-M.SssI 
LB-Medium (3 ml) mit Ampicillin (100 µg/ml) und Glucose (0,2%) wurde mit einer 
Kolonie MDS42/pBNHT-MSssI angeimpft und über Tag bei 37°C und 250 rpm inkubiert. 
Abends wurde LB-Medium (50 ml) mit Ampicillin (100 µg/ml) und Glucose (0,2%) mit 
der Tag-Kultur (100 µl) angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurde LB-Medium (4 × 1 l) mit Ampicillin (100 µg/ml) mit 
Übernachtkultur (je 10 ml) angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,6–0,8 bei 37°C und 
225 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden dann mit einer 25%igen L-Arabinose-Lösung (je 
40 ml) versetzt und weitere 4 h bei 30°C und 225 rpm inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen bei 4°C und 3700 g (4000 rpm) abzentrifugiert und bei -20°C gelagert. 
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Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden in 
Lysis-Puffer (5 ml Puffer pro 1 g Zellen, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 mM 
Imidazol, pH 8,0) resuspendiert und mit Ultraschall aufgeschlossen. Die unlösliche 
Bestandteile wurden 1 h bei 39800 g (17000 rpm) abzentrifugiert und der Überstand auf 
einer His-Select Nickel Affinity Säule (3,0 ml), equilibriert mit Lysis-Puffer, mit einem 
Fluss von maximal 1 ml/min aufgetragen. Die Säule wurde dann mit 10 SV Lysis-Puffer 
gewaschen. Anschließend wurden Proteine mit 10 SV Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4, 
300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0) eluiert. Das Eluat wurde mit einem halben 
Volumen an Puffer A (6,7 mM NaOAc, 6,7 mM MES, 6,7 mM Hepes, pH 7,5, 1 mM 
EDTA, 10% Glycerin, pH 7,5) verdünnt und mit einem Fluss von 1 ml/min auf eine 
Kationenaustauscher-Säule (20 ml, Poros HS 50) aufgetragen. Nach einem Waschschritt 
mit 5 SV Puffer A mit NaCl (0,2 M) wurde His6-TEV-M.SssI mit einem linearen NaCl-
Gradient von 0,2–1 M in Puffer A innerhalb von 10 SV eluiert. Dabei wurden Fraktionen 
(2,11 ml) gesammelt und durch SDS-PAGE analysiert. Die His6-TEV-M.SssI-enthaltenden 
Fraktionen wurden vereinigt und durch Ultrafiltration (Jumbosep-10K und Amicon 
Centriprep-10) auf 550 µl einkonzentriert. Die konzentrierte Protein-Lösung wurde mit 
Glycerin (Endkonzentration 50%) versetzt und bei -20°C gelagert. Die Ausbeute an His6-
TEV-M.SssI betrug 2,6 mg. 
7.4.3 Fragmentierung von His6-TEV-M.SssI mit der TEV-Protease und Reinigung 
von Cys-M.SssI 
His6-TEV-M.SssI (2,6 mg, 20 µM) in TEV-Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM 
NaCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 8,0) wurde mit TEV Protease (2 × 86,1 µg, zu 
Beginn und nach 8 h) über Nacht bei 4ºC inkubiert. Am nächsten Tag wurde MgCl2 
(Endkonzentration 1 mM) zugegeben und der Ansatz auf eine His-Select Ni-Affinity Säule 
(0,5 ml) aufgetragen. Die Säule wurde mit 14 SV Lysis-Puffer gewaschen und der 
Durchlauf sowie Waschfraktion, die fragmentierte Cys-M.SssI enthielten, wurden 
vereinigt. Die His6-TEV-Protease und nicht fragmentierte His6-TEV-M.SssI wurden mit 
6 SV Elutionspuffer eluiert. Die Cys-M.SssI-Lösung wurde dann durch Ultrafiltration 
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(Amicon Centriprep-10) auf 2,5 ml einkonzentriert und das Protein mit einer PD-10 Säule 
in Lagerpuffer (6,7 mM NaOAc, 6,7 mM MES, 6,7 mM Hepes, 1 mM EDTA, 10% 
Glycerin, 400 mM NaCl, pH 7,5) überführt. Anschließend wurde die Cys-M.SssI-Lösung 
durch Ultrafiltration (Amicon Centriprep-10) auf  540 µl einkonzentriert. Die konzentrierte 
Protein-Lösung wurde aliquotiert, im flüssigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C 
gelagert. Die Ausbeute an Cys-M.SssI betrug 1,3 mg (49%). 
7.4.4 Reinigung von M.SssI-Thioester 
LB-Medium (3 ml) mit Ampicillin (100 µg/ml) und Glucose (0,2%) wurde mit einer 
Kolonie ER1821/pBAM3-MSssI angeimpft und über Tag bei 37°C und 250 rpm inkubiert. 
Abends wurde LB-Medium (50 ml) mit Ampicillin (100 µg/ml) und Glucose (0,2%) mit 
der Tag-Kultur (100 µl) angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurde LB-Medium (4 × 1 l) mit Ampicillin (100 µg/ml) mit 
Übernachtkultur (je 10 ml) angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5–0,6 bei 37°C und 
225 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden dann mit einer 25%igen L-Arabinose-Lösung (je 
40 ml) versetzt und weitere 4 h bei 30°C und 225 rpm inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen bei 4°C und 3700 g (4000 rpm) abzentrifugiert und bei -20°C gelagert. 
Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden in 
Lysis-Puffer (5 ml Puffer pro 1 g Zellen, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 mM 
Imidazol, pH 8,0) resuspendiert und mit Ultraschall aufgeschlossen. Die unlösliche 
Bestandteile wurden 1 h bei 39800 g (17000 rpm) abzentrifugiert und der Überstand auf 
einer His-Select Nickel Affinity Säule (3,0 ml), equilibriert mit Lysis-Puffer, mit einem 
Fluss von maximal 1 ml/min aufgetragen. Die Säule wurde dann mit 5 SV Lysis-Puffer, 
5 SV Wasch-Puffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0) und 7 SV MESNA-Puffer 
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50 mM MESNA, pH 8,0) gewaschen. Die Säule wurde 
über Nacht bei 4°C im MESNA-Puffer inkubiert. Am nächsten Morgen wurde M.SssI-
Thioester mit 10 SV Wasch-Puffer eluiert und die Lösung mit einem halben Volumen an 
Puffer B (6,7 mM NaOAc, 6,7 mM MES, 6,7 mM Hepes, 1 mM EDTA, 10% Glycerin, 
2 mM MESNA, pH 7,5) verdünnt und mit einem Fluss von 1 ml/min auf einer 
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Kationenaustauscher-Säule (20 ml, Poros HS 50) aufgetragen. Nach einem Waschschritt 
mit 5 SV Puffer B mit NaCl (0,2 M) wurde M.SssI-Thioester mit einem linearen NaCl-
Gradient von 0,2–1 M in Puffer B innerhalb von 10 SV eluiert (Elutionsbereich M.SssI-
Thioester: 700–915 mM NaCl). Dabei wurden Fraktionen (2,11 ml) gesammelt und durch 
SDS-PAGE analysiert. Die M.SssI-Thioester-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt 
und durch Ultrafiltration (Jumbosep-10K und Amicon Centriprep-10) auf 590 µl 
einkonzentriert. Die konzentrierte Protein-Lösung wurde aliquotiert, im flüssigen 
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Ausbeute an M.SssI-Thioester betrug 
0,6 mg. 
7.4.5 In vitro Aktivitätstest mit λ-DNA 
In Reaktionspuffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM DTT, pH 7,9) wurden λ-DNA 
(50 µg/ml; 3113 5'-CG-3'-Erkennungssequenzen, 4,86 µM) und der Cofaktor AdoMet (1) 
(160 µM) vorgelegt. Zu 38 µl dieser Lösung wurde M.SssI-Varianten mit C141 (0,76 µg, 
16,8 pmol) bzw. C141S-Varianten (8,8 µg, 194,2 pmol) gegeben. Ausgehend davon 
wurden Verdünnungsreihen (20 µl) hergestellt, in denen die Puffer- und Cofaktor-
Konzentration konstant war und die jeweils 1 µg λ-DNA enthielten, während die Protein-
Konzentration von Probe zu Probe halbiert wurde. Die Proben wurden für 1 h bei 37°C 
inkubiert und die Proteine für 20 min bei 65°C inaktiviert. Jede Probe wurde anschließend 
mit R.BstUI (10 u) in Puffer (30 µl, 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM DTT, 
16,7 mM MgCl2, pH 7,9) versetzt und für 1 h bei 60°C inkubiert. Im Fall der C141S-
Varianten wurden die Proben zusätzlich noch mit Proteinase K (0,6 mu) versetzt und 1 h 
bei 37°C inkubiert. Je 15 µl Lösung wurden durch Agarosegelelektrophorese analysiert. 
7.4.6 In vitro Aktivitätstest mit LpUC19 
pUC19 wurde mit R.PstI linearisiert und LpUC19 mit dem QIAquick PCR Purification Kit 
von Qiagen aufgereinigt. In Reaktionspuffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM 
DTT, pH 7,9) wurden LpUC19 (50 µg/ml; 169 5'-CG-3'-Erkennungssequenzen, 4,77 µM) 
und der Cofaktor AdoMet (1) (160 µM) vorgelegt. Zu 96,9 µl bzw. 86,2 µl dieser Lösung 
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wurde M.SssI-C141S (7.4.1, 3,1 µl; 477 pmol) bzw. M.SssI-C141S-PEG27-HN-C6-TFO3 
(7.9, 13,8 µl; 477 pmol) gegeben. Die Ansätze wurden bei 37°C inkubiert. Nach 1, 2, 4, 8 
und 24 h Inkubationszeit wurden Proben (20 µl) entnommen und zur Inaktivierung der 
Proteine 20 min bei 65°C inkubiert. Jede Probe wurde mit R.BstUI (10 u) in Puffer (30 µl, 
10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM DTT, 16,7 mM MgCl2, pH 7,9) versetzt und für 
1 h bei 60°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit Proteinase K (0,6 mu) 
versetzt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Je 15 µl Lösung wurden durch 
Agarosegelelektrophorese analysiert. 
7.5 Modifikation von Amino-TFO 
7.5.1 Modifikation mit PMR (8) 
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H2N-PEG2+6-TFO1 Thioester-HN-PEG2+6-TFO1  
H2N-PEG2+6-TFO1 (200 µM) wurde mit PMR (8) (4 mM) in Modifikationspuffer I 
(100 mM  NaH2PO4, 150 mM NaCl, 50% DMF, pH 8,5) 5 h bei RT inkubiert. Das Produkt 
(Thioester-HN-PEG2+6-TFO1) wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt (Gradient 1, tR 
(H2N-PEG2+6-TFO1) = 18,3 min, tR (Thioester-HN-PEG2+6-TFO1) = 29,8 min), durch 
Lyophilisation eingeengt, in Wasser aufgenommen, durch Gelfiltration entsalzt und 
anschließend bis zu einer Konzentration von 1 mM eingeengt. Die Ausbeute an Thioester-
HN-PEG2+6-TFO1 betrug 79%. MALDI-TOF-MS: m/z = 7265,3 [M + H]+ (berechnet: 
7270,5 [M + H]+). 
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7.5.2 Modifikation mit SFB (10) 
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H2N-PEG2+6-TFO1 Ald-HN-PEG2+6-TFO1  
H2N-PEG2+6-TFO1 (500 µM) wurde mit SFB (10) (5 mM) in Modifikationspuffer II 
(100 mM  NaH2PO4, 150 mM NaCl, 30% DMF, pH 7,4) 2 h bei RT inkubiert. Das Produkt 
(Ald-HN-PEG2+6-TFO1) wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt (Gradient 1, tR 
(H2N-PEG2+6-TFO1) = 18,1 min, tR (Ald-HN-PEG2+6-TFO1) = 21,8 min), durch 
Lyophilisation eingeengt, in Wasser aufgenommen, durch Gelfiltration entsalzt und 
anschließend bis zu einer Konzentration von 1 mM eingeengt. Die Ausbeute an Ald-HN-
PEG2+6-TFO1 betrug 87%.  
7.5.3 Modifikation mit dem Cystein-Modifikationsreagenz 12 
H2N ODN
12 HN
N
H
S
S-tBu
O
Fmoc
ODN HN
H2N
S
S-tBu
O
ODN
NH3
H2N-C6-ODN1 Fmoc-Cys-HN-C6-ODN1 Fmoc-Cys-HN-C6-ODN1  
H2N-C3-ODN1 (200 µM) wurde mit dem Cystein-Modifikationsreagenz 12 (5 mM) in 
Modifikationspuffer I (100 mM  NaH2PO4, 150 mM NaCl, 50% DMF, pH 8,5) 5 h bei RT 
inkubiert. Das Fmoc-geschützte Produkt (Fmoc-Cys-HN-C3-ODN1) wurde durch 
reversed-phase HPLC gereinigt (Gradient 2,  tR (H2N-C3-ODN1) = 15,7 min, tR (Fmoc-
Cys-HN-C3-ODN1) = 27,9 min) und durch Lyophilisation eingeengt. Fmoc-Cys-HN-C3-
ODN1 wurde in NH3 (33%ig) aufgenommen und 6 h bei 37°C entschützt. Das entschützte 
Cys-HN-C3-ODN1 wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt (Gradient 2, tR (Cys-HN-
C3-ODN1) = 18,7 min), durch Lyophilisation eingeengt, in Wasser aufgenommen, durch 
Gelfiltration entsalzt und anschließend bis zu einer Konzentration von 1 mM eingeengt. 
Die Ausbeute an Cys-HN-C3-ODN1 betrug 47%. 
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7.5.4 Modifikation mit GMBS (6) 
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H2N-C6-TFO1 Mal-HN-C6-TFO1  
H2N-PEG2+6-TFO1 bzw. H2N-C6-TFO1 (500 µM) wurde mit GMBS (6) (10 mM) in 
Modifikationspuffer II (100 mM  NaH2PO4, 150 mM NaCl, 30% DMF, pH 7,4) 2 h bei RT 
inkubiert. Das Produkt (Mal-HN-PEG2+6-TFO1 bzw. Mal-HN-C6-TFO1) wurde durch 
reversed-phase HPLC gereinigt (Gradient 1, tR (H2N-PEG2+6-TFO1) = 17,7 min, tR (Mal-
HN-PEG2+6-TFO1) = 19,9 min, tR (H2N-C6-TFO1) = 16,8 min, tR (Mal-HN-C6-TFO1) = 
20,9 min), zur Trockne eingeengt, in Wasser aufgenommen, durch Gelfiltration entsalzt 
und anschließend bis zu einer Konzentration von 1 mM eingeengt. Die Ausbeute an Mal-
HN-PEG2+6-TFO1 bzw. Mal-HN-C6-TFO1 betrug 85% bzw. 75%.  
7.5.5 Modifikation mit dem verlängerten Crosslinker 7 
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H2N-C6-TFO1 bzw. H2N-C6-TFO3 Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 bzw. Mal-PEG27-HN-C6-TFO3
 
H2N-C6-TFO1 bzw. H2N-C6-TFO3 (500 µM) wurde mit dem verlängerten Crosslinker 7 
(20 mM) in Modifikationspuffer II (100 mM  NaH2PO4, 150 mM NaCl, 30% DMF, pH 
7,4) 2 h bei RT inkubiert. Das Produkt (Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 bzw. Mal-PEG27-HN-
C6-TFO3) wurde durch reversed-phase HPLC gereinigt (Gradient 3, tR (H2N-C6-TFO1) = 
8,4 min, tR (Mal-PEG27-HN-C6-TFO1) = 17,6 min, tR (H2N-C6-TFO3) = 12,7 min, tR (Mal-
PEG27-HN-C6-TFO3) = 21,9 min), zur Trockne eingeengt, in Wasser aufgenommen, durch 
Gelfiltration entsalzt und anschließend bis zu einer Konzentration von 1 mM eingeengt. 
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Die Ausbeute an Mal-PEG27-HN-C6-TFO1 bzw. Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 betrug 47% 
bzw. 60%.  
7.6 Native Chemical Peptide Ligation (NCPL) 
Cys-M.SssI (7.4.3, 31 µM) wurde mit dem Thioester-HN-PEG2+6-TFO1 (6.5.1, 31 µM 
bzw. 200 µM) in Puffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM MESNA, pH 8,5) bei RT inkubiert. 
Proben wurden direkt nach dem Mischen sowie nach 4, 8, 24 und 48 h Reaktionszeit 
entnommen und die Reaktion durch Zugabe von  2 × SDS-Probenpuffer und Einfrieren 
gestoppt. Der restliche Reaktionsansatz wurde nach 48 h bei 16100 g für 10 min 
zentrifugiert und der Niederschlag zusammen mit den Proben durch SDS-PAGE analysiert. 
Außerdem wurde Cys-M.SssI 1 h bei RT mit TCEP (62 µM) preinkubiert, um den Einfluss 
von TCEP auf die Ligationsgeschwindigkeit und -ausbeute zu untersuchen. 
7.7 Thiazolidin-Ligation 
Cys-M.SssI (7.4.3, 31 µM) wurde mit dem Ald-HN-PEG2+6-TFO1 (7.5.2, 200 µM) in 
Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM EDTA, pH 6,5 bzw. 7,5) bei RT inkubiert. Proben 
wurden direkt nach dem Mischen sowie nach 1, 4, 8 und 24 h Reaktionszeit entnommen 
und die Reaktion durch Zugabe von  2 × SDS-Probenpuffer und Einfrieren gestoppt. Der 
restliche Reaktionsansatz wurde nach 24 h bei 16100 g für 10 min abzentrifugiert und der 
Niederschlag zusammen mit den Proben durch SDS-PAGE analysiert. Außerdem wurde 
Cys-M.SssI 1 h bei RT mit TCEP (62 µM) preinkubiert, um den Einfluss von TCEP auf 
die Ligationsgeschwindigkeit und -ausbeute zu untersuchen. 
7.8 Expressed Protein Ligation (EPL) 
M.SssI-Thioester (7.4.4, 20 µM) wurde mit dem Cys-PEG3-TFO2 bzw. Cys-HN-C3-ODN1 
(7.5.2, 200 µM) in Puffer (100 mM NaH2PO4, 100 mM MESNA, pH 8,0) bei 4ºC bzw. RT 
inkubiert. Proben wurden direkt nach dem Mischen sowie nach 4, 8, 24 und 48 h 
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Reaktionszeit entnommen und die Reaktion durch Zugabe von  2 × SDS-Probenpuffer. Der 
restliche Reaktionsansatz wurde nach 24 h oder 48 h bei 16100 g für 10 min zentrifugiert 
und der Niederschlag zusammen mit den Proben durch SDS-PAGE analysiert. Zur 
Unterdrückung des Ausfallens der Proteine wurden folgende Detergenzien außerdem den 
Reaktionsansätzen zugesetzt: Triton X-100 (0,01%), PEG 8000 (0,25 mM), DDM 
(0,1 mM), LDAO (1,0 mM) oder O-POE (3,3 mM). 
7.9 Heterobifunktionelles Crosslinking 
Alle Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. M.SssI-C141S (7.4.1, 400 µg, 
20 µM) wurde mit Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 (7.5.5, 30 µM) in Puffer (4,3 mM Na2HPO4, 
1,4 mM K2HPO4, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,01% Triton X-100, pH 7,2) 1 h inkubiert. 
Nach Abnahme einer Probe wurde der Ansatz 10 min bei 16000 g zentrifugiert, der 
Überstand in DEAE-Puffer (40 ml, 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 10% Glycerin, 0,01% 
Triton X-100, pH 7,6) plus NaCl (50 mM) aufgenommen und auf eine 
Anionenaustauscher-Säule (DEAE Sepharose Fast Flow, 2,5 ml) mit einem Fluss von 
1 ml/min aufgetragen. Die Säule wurde mit 10 SV DEAE-Puffer plus NaCl (50 mM) 
gewaschen. Das Konjugat und der Überschuss an Mal-PEG27-HN-C6-TFO3 wurden mit 
einem linearen NaCl-Gradient (50–500 mM) in DEAE-Puffer innerhalb von 18 SV eluiert 
(Elutionsbereich Konjugat: 180–270 mM NaCl, Elutionsbereich Mal-PEG27-HN-C6-TFO3: 
290–380 mM NaCl). Dabei wurden Fraktionen (1 ml) gesammelt und anschließend durch 
SDS-PAGE analysiert. Die Konjugat-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und die 
Lösung durch Ultrafiltration auf eine Konjugatkonzentration von 34,6 µM konzentriert 
(Amicon Centriprep-10 und Microcon-10). Die Ausbeute an Konjugat betrug 35%. 
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7.10 Profektion von M.SssI 
Die Profektionsversuche wurden von Dr. P. M. McLaughlin, Dr. M. H. Ruiters und Frau 
B. T. van der Gun (Department of Pathology and Laboratory Medicine, Section of Medical 
Biology, University Medical Centre Groningen, Niederlande) durchgeführt. Das 
verwendete SAINT-2®:DOPE Mix wurde von der Firma Synvolux Therapeutics Inc. 
(Groningen, Niederlande) bezogen. 
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Verwendete TFO bzw. ODN 
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Mal-PEG27-HN-C6-TFO1
Mal-HN-C6-TFO1
H2N-C6-TFO1
H2N-PEG2+6-TFO1
Thioester-HN-PEG2+6-TFO1
Ald-HN-PEG2+6-TFO1
Mal-HN-PEG2+6-TFO1
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Fmoc
Mal-PEG27-HN-C6-TFO3
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H2N-C3-ODN1
Fmoc-Cys-HN-C3-ODN1
Cys-HN-C3-ODN1
Cys-PEG3-TFO2
Ald-TFO2
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Karte des Plasmids pTWIN1  
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Karte der M.SssI-kodierenden Plasmide  
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Sequenz und Eigenschaften der M.SssI-Varianten 
FLAG-M.SssI    MW: 46261,8 g/mol   pI: 8,88 
MVRTVDMDYK DDDDKCMSKV ENKTKKLRVF EAFAGIGAQR KALEKVRKDE YEIVGLAEWY 
VPAIVMYQAI HNNFHTKLEY KSVSREEMID YLENKTLSWN SKNPVSNGYW KRKKDDELKI 
IYNAIKLSEK EGNIFDIRDL YKRTLKNIDL LTYSFPCQDL SQQGIQKGMK RGSGTRSGLL 
WEIERALDST EKNDLPKYLL MENVGALLHK KNEEELNQWK QKLESLGYQN SIEVLNAADF 
GSSQARRRVF MISTLNEFVE LPKGDKKPKS IKKVLNKIVS EKDILNNLLK YNLTEFKKTK 
SNINKASLIG YSKFNSEGYV YDPEFTGPTL TASGANSRIK IKDGSNIRKM NSDETFLYMG 
FDSQDGKRVN EIEFLTENQK IFVCGNSISV EVLEAIIDKI GG 
MBP-Xa-M.SssI-His6   MW: 88350,4 g/mol   pI: 7,19 
MVPGMKIEEG KLVIWINGDK GYNGLAEVGK KFEKDTGIKV TVEHPDKLEE KFPQVAATGD 
GPDIIFWAHD RFGGYAQSGL LAEITPDKAF QDKLYPFTWD AVRYNGKLIA YPIAVEALSL 
IYNKDLLPNP PKTWEEIPAL DKELKAKGKS ALMFNLQEPY FTWPLIAADG GYAFKYENGK 
YDIKDVGVDN AGAKAGLTFL VDLIKNKHMN ADTDYSIAEA AFNKGETAMT INGPWAWSNI 
DTSKVNYGVT VLPTFKGQPS KPFVGVLSAG INAASPNKEL AKEFLENYLL TDEGLEAVNK 
DKPLGAVALK SYEEELAKDP RIAATMENAQ KGEIMPNIPQ MSAFWYAVRT AVINAASGRQ 
TVDEALKDAQ TNSSSNNNNN NNNNNLGIEG RCSMSKVENK TKKLRVFEAF AGIGAQRKAL 
EKVRKDEYEI VGLAEWYVPA IVMYQAIHNN FHTKLEYKSV SREEMIDYLE NKTLSWNSKN 
PVSNGYWKRK KDDELKIIYN AIKLSEKEGN IFDIRDLYKR TLKNIDLLTY SFPCQDLSQQ 
GIQKGMKRGS GTRSGLLWEI ERALDSTEKN DLPKYLLMEN VGALLHKKNE EELNQWKQKL 
ESLGYQNSIE VLNAADFGSS QARRRVFMIS TLNEFVELPK GDKKPKSIKK VLNKIVSEKD 
ILNNLLKYNL TEFKKTKSNI NKASLIGYSK FNSEGYVYDP EFTGPTLTAS GANSRIKIKD 
GSNIRKMNSD ETFLYMGFDS QDGKRVNEIE FLTENQKIFV AGNSISVEVL EAIIDKIGGS 
HHHHHHC 
His6-TEV-M.SssI   MW: 47343,1 g/mol   pI: 8,86 
MVPGMHHHHH HLESTENLYF QCLECMSKVE NKTKKLRVFE AFAGIGAQRK ALEKVRKDEY 
EIVGLAEWYV PAIVMYQAIH NNFHTKLEYK SVSREEMIDY LENKTLSWNS KNPVSNGYWK 
RKKDDELKII YNAIKLSEKE GNIFDIRDLY KRTLKNIDLL TYSFPCQDLS QQGIQKGMKR 
GSGTRSGLLW EIERALDSTE KNDLPKYLLM ENVGALLHKK NEEELNQWKQ KLESLGYQNS 
IEVLNAADFG SSQARRRVFM ISTLNEFVEL PKGDKKPKSI KKVLNKIVSE KDILNNLLKY 
NLTEFKKTKS NINKASLIGY SKFNSEGYVY DPEFTGPTLT ASGANSRIKI KDGSNIRKMN 
SDETFLYMGF DSQDGKRVNE IEFLTENQKI FVCGNSISVE VLEAIIDKIG G 
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M.SssI-S-MxeGyrA-CBD  MW: 73377,4 g/mol   pI: 7,97 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP CQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGAMGG REFLEGSSCI TGDALVALPE GESVRIADIV 
PGARPNSDNA IDLKVLDRHG NPVLADRLFH SGEHPVYTVR TVEGLRVTGT ANHPLLCLVD 
VAGVPTLLWK LIDEIKPGDY AVIQRSAFSV DCAGFARGKP EFAPTTYTVG VPGLVRFLEA 
HHRDPDAQAI ADELTDGRFY YAKVASVTDA GVQPVYSLRV DTADHAFITN GFVSHATGLT 
GLNSGLTTNP GVSAWQVNTA YTAGQLVTYN GKTYKCLQPH TSLAGWEPSN VPALWQLQ 
M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD  MW: 72664,7 g/mol   pI: 8,21 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP CQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGAMGS YCITGDALVA LPEGESVRIA DIVPGARPNS 
DNAIDLKVLD RHGNPVLADR LFHSGEHPVY TVRTVEGLRV TGTANHPLLC LVDVAGVPTL 
LWKLIDEIKP GDYAVIQRSA FSVDCAGFAR GKPEFAPTTY TVGVPGLVRF LEAHHRDPDA 
QAIADELTDG RFYYAKVASV TDAGVQPVYS LRVDTADHAF ITNGFVSHAT GLTGLNSGLT 
TNPGVSAWQV NTAYTAGQLV TYNGKTYKCL QPHTSLAGWE PSNVPALWQL Q 
M.SssI-Y-MxeGyrA-CBD-His6 MW: 73487,5 g/mol   pI: 8,22 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP CQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGAMGS YCITGDALVA LPEGESVRIA DIVPGARPNS 
DNAIDLKVLD RHGNPVLADR LFHSGEHPVY TVRTVEGLRV TGTANHPLLC LVDVAGVPTL 
LWKLIDEIKP GDYAVIQRSA FSVDCAGFAR GKPEFAPTTY TVGVPGLVRF LEAHHRDPDA 
QAIADELTDG RFYYAKVASV TDAGVQPVYS LRVDTADHAF ITNGFVSHAT GLTGLNSGLT 
TNPGVSAWQV NTAYTAGQLV TYNGKTYKCL QPHTSLAGWE PSNVPALWQL QHHHHHH 
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M.SssI-His6-NS   MW: 45208,6 g/mol   pI: 9,19 
MSKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP CQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGSHHH HHH 
M.SssI-His6-NC   MW: 45224,6 g/mol   pI: 9,15 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP CQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGSHHH HHH 
M.SssI-C141S-NC   MW: 45208,6 g/mol   pI: 9,19 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP SQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGSHHH HHH 
M.SssI-His6    MW: 45327,8 g/mol   pI: 9,12 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP CQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGSHHH HHHC 
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M.SssI-C141S    MW: 45311,7 g/mol   pI: 9,15 
MCKVENKTKK LRVFEAFAGI GAQRKALEKV RKDEYEIVGL AEWYVPAIVM YQAIHNNFHT 
KLEYKSVSRE EMIDYLENKT LSWNSKNPVS NGYWKRKKDD ELKIIYNAIK LSEKEGNIFD 
IRDLYKRTLK NIDLLTYSFP SQDLSQQGIQ KGMKRGSGTR SGLLWEIERA LDSTEKNDLP 
KYLLMENVGA LLHKKNEEEL NQWKQKLESL GYQNSIEVLN AADFGSSQAR RRVFMISTLN 
EFVELPKGDK KPKSIKKVLN KIVSEKDILN NLLKYNLTEF KKTKSNINKA SLIGYSKFNS 
EGYVYDPEFT GPTLTASGAN SRIKIKDGSN IRKMNSDETF LYMGFDSQDG KRVNEIEFLT 
ENQKIFVAGN SISVEVLEAI IDKIGGSHHH HHHC 
 
Alle Cysteine sind fett und die Affinitätsmarker sowie das Mxe GyrA Intein grau 
hervorgehoben. Die Protease-Erkennungssequenzen sind unterstrichen. Die Molekular-
gewichte und pI-Werte wurden mit dem ProtParam Programm (Gasteiger et al., 2005) auf 
der ExPASy Server (www.expasy.com) berechnet. 
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